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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bilden die größte Gruppe innerhalb der transmembranären 
Rezeptoren. Sie kommen in großer Vielfalt bei vielen Organismen vor und ermöglichen die 
spezifische Bindung zahlreicher Liganden an der Außenseite der Zelle. Aktivierte Rezeptoren 
leiten das Signal an G-Proteine im Inneren der Zelle weiter, die mit zahlreichen Effektor-
Proteinen interagieren und dadurch die unterschiedlichsten Effekte vermitteln können. 
Wichtige Effektoren sind zum Beispiel Rezeptorkinasen, die entscheidend an der Regulation 
der Signalweiterleitung beteiligt sind. Der Signalweg G-Protein-gekoppelter Rezeptoren ist 
außerdem Ziel vieler pharmakologisch wirksamer Substanzen und steht im Mittelpunkt der 
Erforschung neuer pharmakologischer Angriffspunkte. Wichtige Vorteile G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren als Zielstruktur bestehen in ihrer spezifischen Expression in 
definierten Zelltypen und der selektiven Interaktion von Ligand und Rezeptor. Das detaillierte 
Verständnis des Signalwegs ist deshalb sehr wichtig für die Entwicklung spezifischer 
Arzneistoffe mit möglichst geringem Spektrum an unerwünschten Wirkungen. 
1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) 
Die Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren umfasst mehr als 800 verschiedene 
Rezeptoren und ist an praktisch allen wichtigen physiologischen Vorgängen beteiligt 
(Fredriksson et al., 2003). Ihre Aufgabe besteht darin, Signale von extrazellulären 
Signalmolekülen, wie Neurotransmittern und Hormonen, die die Zellmembran nicht passieren 
können, ins Innere der Zelle weiterzuleiten. Um diese Aufgabe erfüllen zu können, 
durchspannen GPCRs die Membran und stellen sowohl extrazellulär als auch intrazellulär 
Interaktionsstellen bereit. Ihr strukturelles Hauptmerkmal sind sieben transmembranäre 
α-Helices, die die Rezeptoren in der Zellmembran verankern (Rosenbaum et al., 2009). Die 
Transmembrandomänen sind durch drei extrazelluläre und drei intrazelluläre Schleifen 
verbunden. Der N-Terminus bildet eine Schleife in den Extrazellulärraum, während der 
C-Terminus ins Zellinnere ragt. Für die Bindung des Agonisten sind in den meisten Fällen die 
extrazellulären Bereiche der Transmembrandomänen verantwortlich. Eine Ausnahme stellen 
die Glykoprotein-Rezeptoren dar, deren Liganden-Bindestelle im N-Terminus liegt 
(Fredriksson et al., 2003). An der Interaktion mit den nachgeschalteten Signalmolekülen, den 




2010). Durch die Bindung eines Agonisten an den Rezeptor wird dieser aktiviert. Dies führt 
zu einer Konformationsänderung des Rezeptors (hauptsächlich in TM3 und TM4), wodurch 
die Weiterleitung des Signals an das G-Protein ermöglicht wird (Nygaard et al., 2009). Zur 
Unterbrechung der Signalweiterleitung spielt insbesondere das GRK-Arrestin-System eine 
Rolle (Hausdorff et al., 1990). G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) förderen durch 
Phosphorylierung der aktivierten GPCRs die Bindung von Arrestin, das daraufhin sterisch die 
Bindung von G-Proteinen verhindert sowie eine Rezeptor-Internalisierung bewirkt (Krupnick 
und Benovic, 1998). Dieser Mechanismus wird auch als homologe Desensibilisierung 
bezeichnet. Zusätzlich werden G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auch agonistunabhängig 
durch andere Kinasen, wie die Proteinkinase A (PKA) und die Proteinkinase C (PKA), 
phosphoryliert, was als heterologe Desensibilisierung bezeichnet wird (Benovic et al., 1985). 
Die Einteilung der verschiedenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kann nach 
unterschiedlichen Systemen erfolgen. Nach phylogenetischen Kriterien können G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren in fünf verschiedene Familien eingeteilt werden: Rhodopsin, Sekretin, 
Adhäsion, Glutamat und Frizzled/Taste2 (Lagerstrom und Schioth, 2008). 
1.1.1 Acetylcholin-Rezeptoren (AChR) 
Acetylcholin ist ein wichtiger Neurotransmitter im menschlichen Körper. Es ist 
Überträgerstoff an der Präsynapse von sympathischen Neuronen, an der Prä- und Postsynapse 
von para-sympathischen Neuronen und an der Motorischen Endplatte (Haga, 2013). Wichtige 
Strukturmerkmale für die Interaktion mit Acetylcholin-Rezeptoren sind ein quartärer 
Stickstoff und eine Estergruppe des Liganden. Rezeptoren für Acetylcholin können in den 
nikotinergen und den muskarinergen Typ unterschieden werden. Nur bei den muskarinergen 
Rezeptoren handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, während nikotinerge ACh-
Rezeptoren Ionenkanal-gekoppelte Rezeptoren sind (Wess et al., 2007). Muskarinerge ACh-
Rezeptoren werden z.B. auf postganglionären parasympathischen Neuronen und 
parasympathisch innervierten Organen exprimiert, während nikontinerge ACh-Rezeptoren auf 
präganglionären Neuronen und Skelettmuskelzellen zu finden sind (Haga, 2013). Für den 
Neurotransmitter Acetylcholin stehen also auf unterschiedlichen Zelltypen verschiedene 
Rezeptoren zur Verfügung. Dadurch kann Acetylcholin eine ganze Bandbreite 
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1.1.2.1 Struktur und Funktion des M3-Acetylcholin-Rezeptors 
In dieser Arbeit wurde besonderes Augenmerk auf Gq-gekoppelte Rezeptoren gelegt und aus 
diesem Grund der M3-Acetylcholin-Rezeptor als Modellrezeptor ausgewählt. Die Struktur der 
inaktiven Form des M3-Acetylcholin-Rezeptors wurde im Komplex mit Tiotropium aufgeklärt 
(Abbildung 1, Kruse et al., 2012). Als Liganden-Bindestelle wurden dadurch die 
Transmembrandomänen (TM) 3-7 identifiziert. An der Interaktion mit den G-Proteinen sind 
die Verbindung zwischen TM3 und der zweiten intrazellulären (i2)-Schleife, die i2-Schleife, 
die zytoplasmatischen Bereiche von TM5 und TM6 und die Helix 8 beteiligt (Hu et al., 2010). 
Die Aktivierung des M3-ACh-Rezeptors bewirkt in der glatten Muskulatur und bei exokrinen 
Drüsen eine Kontraktion bzw. gesteigerte Sekretion durch Steigerung der intrazellulären 
Ca2+-Konzentration (Wess et al., 2007). Auf Gefäßendothelzellen exprimierte M3-ACh-
Rezeptoren führen zur Ausschüttung von Stickstoffmonoxid. Dieses diffundiert daraufhin in 
die tiefer liegende Gefäßmuskelschicht, bewirkt deren Relaxation und in Folge dessen eine 
Gefäßdilatation (Wess et al., 2007). M3-ACh-Rezeptoren, die in den β-Zellen des Pankreas 
exprimiert sind, sind entscheidend an der Aufrechterhaltung der Glucose-Homöostase 
beteiligt (Gautam et al., 2006). Im ZNS sollen M3-ACh-Rezeptoren an der Steuerung von 
Größenwachstum und Knochenbildung beteiligt sein (Gautam et al., 2009; Shi et al., 2010). 
1.1.2.2 Pathophysiologie der muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren 
Muskarinerge ACh-Rezeptoren sollen pathophysiologisch unter anderem bei Alzheimer, 
Parkinson, Schizophrenie und chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) eine Rolle 
spielen (Wess et al., 2007). Bei der Entwicklung von Alzheimer ist eine Abnahme von 
muskarinergen ACh-Rezeptoren im Hippocampus von entscheidender Bedeutung. Obwohl in 
dieser Region überwiegend M1-ACh-Rezeptoren exprimiert werden, sollen die Lern- und 
Erinnerungsfunktionen hauptsächlich über M3-ACh-Rezeptoren vermittelt werden (Poulin et 
al., 2010). Bei Vorliegen einer COPD kommt es zu gesteigerter parasympathischer 
Aktivierung des Lungengewebes (Coulson und Fryer, 2003). Insbesondere durch M3-ACh-
Rezeptoren wird hierbei eine Kontraktion der glatten Muskelzellen vermittelt (Stengel et al., 
2000). Zur Behandlung werden deshalb Rezeptor-Antagonisten, wie Ipratropium oder 




1.2 G-Proteine  
G-Proteine sind membrangebundene Proteine, die eine wichtige Funktion bei der 
Signalweiterleitung von aktivierten GPCRs ins Innere der Zelle übernehmen. Sie bestehen aus 
drei Untereinheiten, die als α-, β- und γ-Untereinheit bezeichnet werden (Milligan und 
Kostenis, 2006). Beim Menschen kommen 16 verschiedene Gα-Untereinheiten, 5 Gβ- und 14 
Gγ-Untereinheiten vor. Je nach Funktion der α-Untereinheit werden G-Proteine in fünf 
verschiedene Klassen eingeteilt: Gs, Gi, Gq, G12/13 und Gv (Sanchez-Fernandez et al., 2014). 
Eine genauere Beschreibung der einzelnen Klassen findet sich in Abschnitt 1.2.1. 
Um die Signalweiterleitung zu ermöglichen, durchlaufen die G-Proteine einen Zyklus 
(Abbildung 2), der bei allen Klassen auf die gleiche Weise abläuft (Oldham und Hamm, 
2006). 
 

































Nach der Rezeptorstimulation durch einen Agonisten binden die aktivierten Rezeptoren 
inaktive G-Proteine, deren Gα-Untereinheit GDP gebunden hat. Die Rezeptorerkennung des 
G-Proteins geschieht dabei vorwiegend durch die C-terminale Region der α-Untereinheit 
(Conklin und Bourne, 1993; Gilchrist et al., 2002). In der Rezeptor-gebundenen Form des 
G-Proteins ist die Dissoziation von GDP erleichtert. Zusätzlich trägt auch die Interaktion der 
βγ-Untereinheit mit der Plasmamembran dazu bei, dass GDP von der α-Untereinheit 
dissoziiert (Scheerer et al., 2008). Das nukleotidfreie G-Protein bildet einen hochaffinen 
Komplex mit dem aktivierten Rezeptor (Hommers et al., 2010). Da die GTP-Konzentration in 
der Zelle etwa 10-mal höher ist als die GDP-Konzentration, bindet die Gα-Untereinheit 
anschließend mit höherer Wahrscheinlichkeit GTP, wodurch das G-Protein aktiviert wird. 
Nun findet eine Dissoziation beziehungsweise Konformationsänderung der Gα- und 
Gβγ-Untereinheit statt und das G-Protein dissoziiert vom Rezeptor (Oldham und Hamm, 
2008; Gilman, 1987). Die aktivierten Gα- und Gβγ-Untereinheiten besitzen zahlreiche 
Interaktionspartner in der Zelle, über die unterschiedliche Effekte vermittelt werden. Die 
endogene GTPase-Aktivität der Gα-Untereinheit spaltet GTP katalytisch zu GDP. Gα(GDP) 
lagert sich wieder mit Gβγ zum inaktiven G-Protein zusammen und der G-Protein-Zyklus 
kann erneut beginnen. Durch RGS (regulator of G-protein signalling)-Proteine wird die 
GTPase-Funktion der Gα-Untereinheit und damit die Deaktivierung der G-Proteine 
beschleunigt. 
Die vollständige Dissoziation von Gα und Gβγ wurde vermutet, weil verschiedene 
Gα-Untereinheiten die gleichen Gβγ-Untereinheiten teilen können (Quitterer und Lohse, 
1999). Auf der anderen Seite wird diskutiert, dass eine Konformationsänderung für die 
Funktion ausreichend ist, weil dadurch die benötigten Interaktionsstellen zugänglich gemacht 
werden (Dupre et al., 2009; Rebois et al., 1997). Die Interaktion von inaktivem Gα und Gβγ 
findet über Bindestellen in der „Switching“-Region und am N-Terminus von Gα statt. Die 
G-Protein-Aktivierung soll die Interaktion über die „Switching“-Region aufheben, während 
die Bindung des N-Terminus erhalten bleibt (Gibson und Gilman, 2006; Li, 1998). Der 
Nachweis, dass in Hefezellen auch kovalent gebundene G-Proteine Signale weiterleiten, 
spricht dafür, dass eine vollständige Dissoziation der Untereinheiten nicht notwendig ist 




1.2.1 G-Protein Klassen 
Wie bereits angesprochen, werden G-Proteine fünf verschiedenen Klassen zugeordnet: Gs, Gi, 
Gq, G12/13 und Gv. Die Klasse der Gs-Proteine (stimulierende G-Proteine) besteht aus Gαs und 
Gαolf, wobei Gαolf nur in bestimmten olfaktorischen Geweben exprimiert wird (Jones und 
Reed, 1989). Aktivierte Gαs-Untereinheiten stimulieren Adenylylcyclasen, die daraufhin 
verstärkt cAMP produzieren (Simon et al., 1991). Das Gegenteil bewirken Gα-Untereinheiten 
der Gi-Protein-Familie (inhibierende G-Proteine). Sie hemmen Adenylylcyclasen und senken 
den cAMP-Spiegel. Zu dieser Gruppe gehören Gi1, Gi2, Gi3, Go, Gt, und Gz (Simon et al., 
1991). Die Klasse der Gq-Proteine steht im Mittelpunkt dieser Arbeit und ist in Abschnitt 
1.2.2 näher beschrieben. Wichtige Effektoren der G12/13-Proteine sind RhoGEFs 
(„RhoGTPase nucleotide exchange factor“), die die Aktivität der GTPase Rho regulieren 
(Fukuhara et al., 1999), die Gv-Proteine wurden als fünfte Klasse der G-Proteine erst kürzlich 
entdeckt (Oka et al., 2009). 
1.2.2 Gαq-Proteine 
Der Familie der Gq-Proteine sind fünf Gα-Untereinheiten zugeordnet: Gαq, Gα11, Gα14, Gα15 
und Gα16. Gαq und Gα11 werden ubiquitär exprimiert und zumindest eine der beiden 
Untereinheiten kommt in jedem Zelltyp vor (Wilkie et al., 1991). Gα14 wird in Milz, Niere, 
Leber, Bauchspeicheldrüse und Lunge exprimiert, während Gα15 und Gα16 ausschließlich in 
hämatopoetischen Zellen und Zellen in frühen Differenzierungsstadien vorkommen (Wilkie et 
al., 1991; Hubbard und Hepler, 2006; Sanchez-Fernandez et al., 2014). Für Gα16 konnte 
gezeigt werden, dass es spezielle Aufgaben in der Differenzierung von Erythroleukämie-
Zellen und der Aktivierung von T-Zellen übernimmt (Ghose et al., 1999; Lippert et al., 1997). 
Effektoren der α-Untereinheiten der Gq-Familie sind PLCβ, RhoGEFs und zahlreiche weitere 
Proteine (Mizuno und Itoh, 2009). Über diese Signalwege vermitteln Gq-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren unter anderem Zellwachstum und Zellproliferation, neuronale 
Signalweiterleitung, Glucosesekretion, Organisation des Aktin-Zytoskeletts und die 
Kontraktion von Glattmuskelzellen. Verglichen mit Gαq teilen Gα11 90%, Gα14 80% und Gα16 
57% der Aminosäuren (Hubbard und Hepler, 2006). Die Unterschiede bestehen dabei sowohl 
außerhalb als auch innerhalb der funktionell wichtigen Regionen. So wurden im Vergleich zu 
Gαq bei Gα15/16 Substitutionen in der Nukleotid-Bindetasche, der GTPase-Domäne und im 
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1.2.2.1.2 Helikale Domäne 
Die helikale Domäne besteht aus sechs α-Helices, die eine regulatorische Funktion haben und 
zum Beispiel die Affinität für Nukleotide und die GTPase-Aktivität von Gαq beeinflussen 
(Echeverría et al., 2000). 
1.2.2.1.3 GTPase-Domäne 
Die GTPase-Domäne besitzt fünf Schleifen, die für die Nukleotid-Bindung verantwortlich 
sind, und drei flexible Schleifen, die als „Switch“ I, II, und III bezeichnet werden. Durch die 
Bindung von GDP oder GTP werden deutliche konformationelle Änderungen in dieser 
„Switching“-Regionen bewirkt (Sanchez-Fernandez et al., 2014). Die GTPase-Domäne 
katalysiert die Hydrolyse von GTP zu GDP und ist an der Bindung von Gβγ, GPCRs und 
Effektoren beteiligt. Als Effektor-Bindestelle wurden Teile von „Switch“ II, die Helix α3 und 
die Verbindung zum Strang β5 identifiziert (Sprang et al., 2007). Für PLCβ (Waldo et al., 
2010), GRK2 (Tesmer et al., 2005) und p63RhoGEF (Lutz et al., 2007) liegen 
Kristallstrukturen vor, die zeigen, dass die Bindestellen dieser Effektoren überlappen, so dass 
eine Konkurrenz um die Gαq-Bindung besteht. Auch RGS-Proteine binden an die GTPase-
Domäne von Gαq, allerdings an anderer Stelle. GRK2 und p63RhoGEF konkurrieren dabei 
nicht mit RGS-Proteinen um die Bindestelle, so dass auch eine simultane Bindung an Gαq 
möglich ist. Eine gleichzeitige Bindung von PLCβ und RGS-Proteinen ist nicht möglich, da 
die jeweiligen Bindestellen überlappen. 
1.2.2.2 Funktionen von Gαq 
Die klassische Funktion von Gαq besteht in der Aktivierung der Phospholipase Cβ (PLCβ) 
(Taylor et al., 1991; Rhee, 2001). Darüber hinaus wurden auch Interaktionen mit RhoGEF 
Proteinen, wie LARG („leukemia-associated Rho guanine nucleotide exchange factor“) 
(Booden et al., 2002) und p63RhoGEF (Lutz et al., 2005; Lutz et al., 2007), Proteinkinase C 
(PKC) und MEK gezeigt (Garcia-Hoz et al., 2012; Garcia-Hoz et al., 2010). 
1.2.2.2.1 Interaktion mit der Phospholipase Cβ (PLCβ) 
Die Aktivierung der PLCβ war die erste bekannte Funktion von Gαq und ist seither detailliert 
erforscht (Taylor et al., 1991; Rhee, 2001; Harden et al., 2011). Vier verschiedene Isoformen 
der PLCβ kommen vor und alle können durch Gαq-GTP aktiviert werden. Verursacht wird die 




katalytischen Zentrum der PLCβ (Lyon et al., 2011). Im aktiven Zustand spaltet PLCβ 
Phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphat in die beiden „second messenger“ Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG), was zu einer Verstärkung des Gq-Signals in der 
Zelle führt. IP3 aktiviert IP3-Rezeptorkanäle im endoplasmatischen Retikulum und führt zur 
Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern, während DAG unter anderem die 
Ca2+-abhängige Proteinkinase C (PKC) aktiviert (Berridge, 2009). Die PKC aktiviert 
daraufhin unter anderem ERK1/2 durch RAS-abhängige und RAS-unabhängige 
Mechanismen. Auch die intrazelluläre Calciumerhöhung kann über eine Rekrutierung der 
Tyrosinkinase c-Src eine Ras-abhängige ERK1/2-Aktivierung bewirken (Dikic et al., 1996; 
Nishizuka, 1995). 
1.2.2.2.2 Interaktion mit RhoGEF-Proteinen 
Zusätzlich wurde eine Interaktion von Gαq mit RhoGEF („Rho-guanine nucleotide exchange 
factor“)-Proteinen nachgewiesen. Wichtige Beispiele sind hier LARG (Booden et al., 2002) 
und p63RHoGEF (Lutz et al., 2005; Lutz et al., 2007). LARG enthält eine RGS-Domäne, für 
die eine Interaktion mit Gαq schon beschrieben wurde (Abschnitt 1.2.2.1). Aber auch ohne 
diese Domäne ist eine Interaktion mit Gαq möglich. Vergleichbar der PLCβ steigert die 
Gαq-Bindung die Aktivität der RhoGEF-Proteine durch eine Konformationsänderung einer 
autoinhibitorischen Schleife (Shankaranarayanan et al., 2010). Die Funktion der RhoGEF-
Proteine besteht in der Aktivierung von Proteinen der Rho GTPase-Familie, indem sie den 
Austausch von GDP gegen GTP katalysieren (Bos et al., 2007). Die Familie der Rho 
GTPasen umfasst eine Reihe von peripheren Membranproteinen, die zellulare Prozesse wie 
Zellform, Migration und den Ablauf des Zellzyklus durch eine Beeinflussung des Aktin-
Zytoskeletts regulieren (Etienne-Manneville und Hall, 2002). Außerdem stimulieren sie die 
Transkription verschiedener Gene durch Transkriptionsfaktoren, wie SRF oder NFκB. 
1.2.2.2.3 Interaktion mit der Phosphoinositid-3-kinase (PI3K) 
Im Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen Interaktionen besitzt Gαq bei der Interaktion 
mit der Phosphoinositid-3-kinase (PI3K) eine überwiegend inhibitorische Funktion. PI3K 
vermittelt viele Signale, die von Tyrosinkinase-Rezeptoren ausgehen, zum Beispiel der 
Glucose-Metabolismus und Effekte auf das zelluläre Zytoskelett (Katso et al., 2001). Ein 
wichtiger Effektor von PI3K ist die Kinase Akt, die unter anderem in die Proteintranslation 




(„insuline growth factor 1“) und PDGF („platelet-derived growth factor“) durch Aktivierung 
des α1-adrenerge Rezeptors gehemmt werden kann (Ballou et al., 2000). Außerdem wurde 
eine direkte inhibitorische Funktion von aktiviertem Gαq gezeigt (Ballou et al., 2003). 
Allerdings wird die Wirkung von Gαq auf PI3K kontrovers diskutiert und in anderen Quellen 
wird von einer Aktivierung von Akt durch Gq-Protein-gekoppelte Rezeptoren berichtet (Xie et 
al., 2000). 
1.2.2.2.4 Interaktion mit PKCζ und MEK5 
Aktiviertes Gαq besitzt auch eine Adapterfunktion, indem es spezifisch mit PKCζ und MEK5 
interagiert (Garcia-Hoz et al., 2010). Es bildet sich ein ternärer Komplex, der die Interaktion 
zwischen PKCζ und MEK5 fördert und zur Aktivierung von ERK5 („extracellular signal-
regulated kinases“) führt. Über diesen Mechanismus kann Gαq durch Beeinflussung der 
Transkription verschiedener Gene in die Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Migration und 
Apoptose eingreifen (Turjanski et al., 2007). Zusätzlich ist dieser Signalweg an der 
Entwicklung kardialer Hypertrophie beteiligt (Garcia-Hoz et al., 2012). 
1.2.2.2.5 Interaktion mit G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen (GRKs) 
GRK2 und GRK3 binden aktivierte Gαq, Gα11 und Gα14-Untereinheiten, aber keine Gα16-
Untereinheiten (Carman et al., 1999b; Usui et al., 2000; Day et al., 2003). Durch diesen 
Mechanismus werden aktivierte Gα-Untereinheiten abgefangen, was die Signalweiterleitung 
über Gq-Protein-gekoppelte Rezeptoren hemmt (Luo et al., 2008). Die Interaktion zwischen 
GRK2 und Gαq stand im Vordergrund dieser Arbeit und wird in Abschnitt 1.3.1.1 näher 
beschrieben. Durch Einfügen der Mutation P185K in die Sequenz von Gαq wird die 





1.2.2.3 Regulation der Gαq-Aktivität 
Die Deaktivierung von Gαq erfolgt durch hydrolytische Spaltung des gebundenen GTP. 
Dieser Schritt wird durch die intrinsische GTPase-Aktivität der Gαq-Untereinheit katalysiert. 
GAP-Proteine (GTPase aktivierendes Protein) verstärken die intrinsische GTPase-Aktivität 
von Gαq und beschleunigen somit diesen Vorgang (Watson et al., 1996). Wichtige Beispiele 
sind hier die RGS-Proteine. Insbesondere RGS2 und RGS4 sind für die Deaktivierung von 
Gαq von Bedeutung (Xu et al., 1999). Ihre Funktion beruht darauf, dass sie einen 
Übergangszustand stabilisieren, der für die GTP-Spaltung entscheidend ist (Tesmer et al., 
1997). Zusätzlich regulieren RGS-Proteine über einen allosterischen Mechanismus die 
Bindeaffinität von Gαq zu p63RhoGEF und GRK2 (Shankaranarayanan et al., 2008). PLCβ 
bindet Gαq auf ähnliche Weise wie RGS-Proteine (Ross, 2011) und führt auch zu einer 
Beschleunigung der Gαq-Deaktivierung (Berstein et al., 1992). Dieser Mechanismus soll für 
eine schnelle, aber vorübergehende Aktivierung des G-Proteins verantwortlich sein (Waldo et 
al., 2010). 
1.2.2.4 Kompartimentalisierung des Gq-Signals 
Die Zellmembran enthält spezielle cholesterolreiche Mikrokompartimente, die als Caveolae 
bezeichnet werden. Ein wichtiges Strukturprotein der Caveolae ist das Caveolin, das typische 
Einstülpungen der Membran in diesen Bereichen bewirkt (Sowa, 2012). Caveolae sind unter 
anderem an der Bildung von Vesikeln beteiligt und organisieren Signalmoleküle (Head et al., 
2014). Gαq interagiert mit Caveolin, was zu einer Anreicherung von Gαq in den Caveolae 
führt (Oh und Schnitzer, 2001). Die Interaktion mit Caveolin wird durch die Aktivierung von 
Gαq weiter verstärkt, was die Freisetzung von Gβγ fördert und die Dauer des Gαq-Signals 
verlängert (Sengupta et al., 2008). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Caveolin 
das durch M3-AChR vermittelte Gq-Signal verstärkt und damit zur Funktion von 
Glattmuskelzellen beiträgt (Bhattacharya et al., 2013). 
1.2.2.5 Physiologie der Signalweiterleitung über Gαq 
Die Signalweiterleitung über Gαq ist unter anderem im kardiovaskulären System von 
Bedeutung. Stimulation von Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie α1-AR, Angiotensin II 
(AT1)-Rezeptor, Endothelin (ETA)-Rezeptor und Serotonin (5-HT2B)-Rezeptor, führen zur 




auf der Aktivierung der PLCβ. Das freigesetzte Ca2+ bildet mit Calmodulin einen Komplex, 
der die Funktion von zahlreichen Proteinen moduliert. Unter anderem kommt es zur 
Interaktion mit CAMKII und Calcineurin, die beide entscheidend für die Entwicklung der 
Hypertrophie sind (Mishra et al., 2010). DAG führt zur PKC-Aktivierung und damit 
Aktivierung von MAP-Kinasen, die das Zellwachstum fördern (Kehat und Molkentin, 2010). 
Zusätzlich fördert die Interaktion von Gαq mit PKCζ und MEK5 den MAP Kinase Signalweg, 
was ebenfalls zur Entwicklung der Hypertrophie beiträgt (Garcia-Hoz et al., 2012). In der 
Lunge führt eine Stimulation der Gq-Protein-gekoppelten M3-AChR auf Glattmuskelzellen 
zur Bronchokonstriktion (Caulfield, 1993; Mishra et al., 2010). Wie bereits erwähnt, kann 
deshalb die Inhibition dieses Signalwegs therapeutisch bei COPD genutzt werden. Außerdem 
ist Gαq an der Regulierung der synaptischen Transmission (Offermanns et al., 1997; 
Wettschureck et al., 2006), dem Zellwachstum, der Thrombozytenaggregation (Simon et al., 
1997), Glucosesekretion und Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt. 
1.2.3 Gβγ-Untereinheiten 
1.2.3.1 Struktur von Gβγ 
Die β- und γ-Untereinheiten der G-Proteine bilden stabile Dimere, die während des 
G-Protein-Zyklus´ nicht dissoziieren. Die Gβ-Untereinheiten 1-4 sind sehr ähnlich aufgebaut 
und teilen etwa 80% der Aminosäuren, während Gβ5 nur zu etwa 50% mit den anderen vier 
Isoformen übereinstimmt (Dupre et al., 2009). N-terminal besitzt Gβ eine α-Helix, der sich 
eine Domäne aus sieben β-Faltblättern anschließt, die wie ein Propeller angeordnet sind 
(Dupre et al., 2009). 
Die verschiedenen Isoformen der γ-Untereinheit sind nicht so stark konserviert wie die 
β-Untereinheiten. Alle Isoformen werden posttranslational an einem CAAX-Motiv im 
C-Terminus mit lipophilen Gruppen modifiziert, über die der Gβγ-Komplex in der Membran 
verankert wird (Pitcher et al., 1992). Dazu wird der Cysteinrest des CAAX-Motivs 
isoprenyliert. Zusätzlich befindet sich in X-Position üblicherweise ein Leucinrest, der über 
eine Thioester-Bindung mit einer Geranylgeranyl-Gruppe versehen wird (Mumby et al., 1990; 




1.2.3.2 Funktionen von Gβγ 
Gβγ-Untereinheiten werden einerseits als negative Regulatoren des Gαq-Signals angesehen, 
da sie die spontane Dissoziation von GDP hemmen (Higashijima et al., 1987). Andererseits 
besitzen Gβγ-Untereinheiten aber auch selbst eine Vielzahl an Effektoren. 
So aktivieren sie unter anderem den Kaliumkanal Kir3 (Logothetis et al., 1987). An dieser 
Interaktion ist sowohl die β- als auch die γ-Untereinheit beteiligt und es wurden zahlreiche 
Bindestellen für Gβγ auf den verschiedenen Untereinheiten des Kanals identifiziert 
(Zylbergold et al., 2010). Genauso wie Gαq kann auch Gβγ die Phospholipase Cβ aktivieren 
(Zhang et al., 1996). Auf Seiten von Gβγ liegt die Bindestelle für PLCβ im gleichen Bereich 
wie die Gαq-Interaktionsstelle, so dass nur freie Gβγ-Untereinheiten mit der PLCβ 
interagieren können. Auf Seiten der PLCβ liegt die Bindestelle in der PH-Domäne (Lyon und 
Tesmer, 2013). Gβγ-Untereinheiten regulieren außerdem die Adenylylcyclase (Taussig et al., 
1994). In Anwesenheit von Gαs aktivieren sie AC2, AC4 und AC7, während sie auf AC1, 
AC3 und AC8 einen hemmenden Einfluss haben. Für die Interaktion mit AC5 und AC6 ist 
dagegen nicht vollständig geklärt, ob sie aktivierende oder inhibierende Wirkung haben 
(Pavan et al., 2009; Gao et al., 2007; Sadana et al., 2009). Die Bindung von 
Gβγ-Untereinheiten an spannungsabhängige Calciumkanäle wirkt sich inhibierend auf deren 
Öffnungs-Wahrscheinlichkeit aus, indem sie die Spannungsabhängigkeit zu einer stärkeren 
Depolarisierung hin verschiebt (Zamponi et al., 1997; Zamponi und Currie, 2013). 
Gβγ-Untereinheiten interagieren auch mit GRK2 und GRK3, was für die Rekrutierung dieser 
GRKs zu aktivierten GPCRs von Bedeutung ist (Pitcher et al., 1992). In Abschnitt 1.3.1.1 
wird diese Interaktion näher beschrieben. Außerdem konnte eine direkte Interaktion zwischen 
Gβγ-Untereinheiten und GPCRs, wie dem M3-AChR (Wu et al., 2000), dem β2-AR (Gales et 
al., 2005) und Rhodopsin (Phillips und Cerione, 1992), gezeigt werden. Für den M3-AChR 
wurde die Region Cys289-His330 in der dritten intrazellulären Schleife als Gβγ-Bindestelle 
identifiziert (Wu et al., 2000). Die Bindestelle liegt direkt unterhalb der Position, an der der 
M3-AChR durch die GRK2 phosphoryliert wird (331SSS333 und 348SASS351). Die Interaktion 
zwischen Gβγ und M3-AChR ist für eine effiziente Phosphorylierung des Rezeptors 
erforderlich (Wu et al., 1998). Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass GRK2 und 




1.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen 
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) sind eine Familie von Serin/Threonin-
Kinasen, die strukturell ähnlich aufgebaut sind. Eingeteilt sind sie in drei Unterfamilien: zur 
ersten Unterfamilie gehören die beiden visuellen GRKs, GRK1 und GRK7, die zweite 
Unterfamilie besteht aus GRK2 und GRK3 und in der dritten sind GRK4, GRK5 und GRK6 
zusammengefasst (Pitcher et al., 1998). GRK1 und GRK7 sind hauptsächlich in der Retina 
exprimiert (Weller et al., 1975), während die anderen GRKs ubiquitär vorkommen (Pitcher et 
al., 1998). Hohe Expressionslevel von GRK4 wurden bisher allerdings nur in den Testes 
gefunden (Premont et al., 1996). GRKs sind hauptsächlich für ihre Funktion in der 
Desensibilisierung von GPCRs bekannt. Sie phosphorylieren aktivierte GPCRs an Serin- und 
Threonin-Resten der dritten intrazellulären Schleife und des C-Terminus (Wu et al., 1998; 
Krupnick und Benovic, 1998). Dies dient als Signal für die Bindung von Arrestinen, wodurch 
die Signalweiterleitung entkoppelt wird, indem die Bindung von G-Proteinen sterisch 
behindert wird (Lohse et al., 1992; Hausdorff et al., 1990). Zusätzlich bewirkt Arrestin die 
Internalisierung der Rezeptoren, indem es die Clathrin-vermittelte Endozytose der GPCRs 
erleichtert (Krupnick und Benovic, 1998). 
Alle GRKs sind strukturell aus drei Domänen aufgebaut. N-terminal befindet sich eine etwa 
150 Aminosäure lange RH-Domäne (RGS-homologe Domäne), gefolgt von einer 330 
Aminosäuren langen katalytischen Domäne, die die Kinasefunktion der GRKs enthält, und 
einer C-terminalen Domäne, die für die Membranlokalisation der GRKs verantwortlich ist 
(Pitcher et al., 1998). Besonders deutlich unterscheiden sich die verschiedenen GRKs im 
Aufbau der C-terminalen Domäne. Alle GRKs außer GRK2 und GRK3 sind permanent an der 
Membran lokalisiert. GRK1 und GRK7 erreichen die Membranverankerung über 
posttranslationale Prenylierungen am C-Terminus (Inglese et al., 1992; Hisatomi et al., 1998). 
GRK4 und GRK6 sind an dieser Stelle palmitoyliert (Premont et al., 1996; Stoffel et al., 
1994) und GRK5 besitzt ein positiv geladenes Motiv, das eine elektrostatische Interaktion mit 
geladenen Lipiden der Membran ermöglicht (Pitcher et al., 1996). Die Membranlokalisierung 
von GRK2 und GRK3 ist dagegen abhängig von der Aktivierung G-Protein-gekoppelter 
Rezeptoren. Beide GRKs liegen zunächst zytosolisch vor und translozieren erst nach GPCR-
Stimulation an die Membran. Es ist beschrieben, dass diese agonistabhängige 




die mit freien Gβγ-Untereinheiten interagiert, sowie eine ebenfalls C-terminale Bindestelle für 
negativ geladene Membranlipide erreicht wird (Pitcher et al., 1992; Touhara, 1997). 
Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die GRK2, die eine wichtige Rolle in vielen 
physiologischen und pathophysiologischen Vorgängen spielt (Abschnitt 1.3.2). Sie soll im 
Folgenden genauer eingeführt werden. 
1.3.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GRK2) 
Entdeckt wurde die GRK2 durch ihre Fähigkeit aktivierte β2-adrenerge-Rezeptoren zu 
phosphorylieren. Deshalb wurde sie ursprünglich auch als β-adrenerge-Rezeptorkinase 
(βARK) bezeichnet (Benovic et al., 1986; Benovic et al., 1989). Allerdings spielt die GRK2 
nicht nur eine wichtige Rolle bei der sogenannten homologen Desensibilisierung von 
aktivierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, sondern phosphoryliert auch andere 
Rezeptoren, wie Tyrosinkinase-Rezeptoren (Hildreth, 2004), und besitzt zahlreiche weitere 
Interaktionspartner. Für die Regulierung der Signalweiterleitung von GPCRs ist unter 
anderem wichtig, dass GRK2 mit aktivierten Gαq- und Gβγ-Untereinheiten interagieren kann 
(Sallese et al., 2000; Pitcher et al., 1992). Auf diese Weise tritt GRK2 in Konkurrenz zu den 
Effektoren von Gαq und Gβγ und hemmt die Signalweiterleitung. Dieser Mechanismus wird 
auch als phosphorylierungsunabhängige Desensibilisierung des GPCR-Signals bezeichnet 
(Fernandez et al., 2011; Raveh et al., 2010). Es konnte unter anderem in HEK293T-Zellen 
gezeigt werden, dass der M3-AChR-vermittelte Ca2+-Anstieg durch die GRK2 reduziert 
werden kann (Luo et al., 2008). Durch eine Kristallstruktur des Komplexes der GRK2 mit den 
G-Protein-Untereinheiten konnte aufgeklärt werden, dass die GRK2 gleichzeitig mit Gαq und 
Gβγ interagieren kann (Tesmer et al., 2005). 
1.3.1.1 Struktur der GRK2  
1.3.1.1.1 N-terminale Region 
Der N-Terminus enthält eine Bindestelle für Ca2+/Calmodulin, welches die Interaktion mit 
Rezeptoren und Lipiden verringert und dadurch die Aktivität der GRK2 hemmt (Chuang et 
al., 1996). Die Funktion der N-terminalen Region ist allerdings noch nicht abschließend 
geklärt. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Teil für die Phosphorylierung von GPCRs von 




vermutet, dass der N-Terminus eine Helix formt, die mit der Acylphase der Membran 
interagiert und dazu beiträgt, die GRK2 in der aktiven Form zu halten. In anderen Quellen 
wird diskutiert, dass der N-terminale Teil zusammen mit dem C-terminalen Bereich der 
Kinase-Domäne eine Bindestelle für aktivierte Rezeptoren formt (Beautrait et al., 2014). 
 
Abbildung 4: Funktionelle Domänen der GRK2 
 
1.3.1.1.2 RGS-homologe Domäne (RH-Domäne) 
Die RGS-homologe Domäne der GRK2 wird durch die katalytische Domäne in zwei Teile 
aufgeteilt. Der N-terminale Teil ist analog zu anderen RGS-Domänen aufgebaut, der 
C-terminale Teil enthält zwei zusätzliche α-Helices (Lodowski, 2003). Obwohl alle GRKs 
eine RH-Domäne aufweisen, interagieren nur GRK2 und GRK3 mit aktivierten Gαq/11-
Untereinheiten (Sallese et al., 2000). Die Bindestelle der GRK2 für Gαq ist dabei nicht die 
gleiche, die RGS-Proteine nutzen, um mit Gαq zu interagieren („A-site“, Zhong und Neubig, 
2001), sondern liegt im Bereich der α5-Helix und wird „C-site“ bezeichnet (Sterne-Marr et 
al., 2003). Auch auf Seiten der Gαq-Untereinheit unterscheiden sich die Bindestellen für RGS-
Proteine und GRK2 (DiBello, 1998). Beide binden allerdings im Bereich der „switching“-
Region von Gαq, was die Selektivität der GRK2 für die aktive Form von Gαq erklärt (Carman 
et al., 1999b). Die Unterschiede in der Bindung von RGS-Proteinen und GRK2 sind 
wahrscheinlich die Ursache dafür, dass die GRK2, wenn überhaupt, nur eine schwache GAP-
Aktivität besitzt (Carman et al., 1999b). Die Aminosäure Asparagin 110 der GRK2 ist 
entscheidend für die Bindung von Gαq und ein Austausch dieser Aminosäure gegen Alanin 
erzeugt eine Gαq-bindedefiziente GRK2-Mutante (Sterne-Marr et al., 2003). 
1.3.1.1.3 Katalytische Domäne 
Die katalytische Domäne der GRK2 ist in die RH-Domäne eingebettet und wird durch diese 
in ihrer aktiven Form stabilisiert (Tesmer, 2009). Im Gegensatz zu anderen AGC-Kinasen 
muss die GRK2 deshalb nicht an einer Schleife innerhalb der Kinasedomäne phosphoryliert 
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werden, um ihre Aktivität zu entfalten (Pearce et al., 2010). Allerdings ist die Bindung eines 
aktivierten Rezeptors an die katalytische Domäne zur Aktivierung erforderlich, denn dies löst 
eine Konformationsänderung der katalytischen Domäne aus (Chen et al., 1993). Insgesamt ist 
die katalytische Domäne verglichen mit anderen Serin/Threonin-Kinasen hoch konserviert. 
Von entscheidender Bedeutung für die Kinasefunktion ist unter anderem Lysin 220. Wenn 
diese Aminosäure in Arginin mutiert wird, verliert die GRK2 ihre Enzymfunktion und wird 
als dominant-negative Mutante eingesetzt (K220R) (Kong et al., 1994). 
1.3.1.1.4 Pleckstrin-homologe Domäne (PH-Domäne) 
Am C-Terminus der GRK2 befindet sich eine Pleckstrin-homologe Domäne, ein hoch 
konserviertes Motiv, das in zahlreichen Proteinen der Signalweiterleitung und des 
Zytoskeletts vorhanden ist (Gibson et al., 1994). Wichtige Funktionen der PH-Domäne sind, 
wie bereits erwähnt, die Bindung von Gβγ-Untereinheiten und Phospholipiden (Pitcher et al., 
1992; Touhara, 1997). Die Bindestelle der Gβγ-Untereinheit für GRK2 überlappt mit der 
Bindestelle für inaktives Gαq, so dass eine gleichzeitige Bindung von GRK2 und Gαq an Gβγ 
nicht möglich ist (Ford et al., 1998; Lodowski, 2003). Aus diesem Grund ist die Translokation 
der GRK2 an die Membran agonistabhängig. Erst nach Stimulation des Rezeptors und 
Aktivierung der G-Proteine wird die Bindestelle für GRK2 frei, und GRK2 wird an die 
Membran und zu den aktivierten Rezeptoren rekrutiert (Pitcher et al., 1992). Die 
Translokation der GRK2 an die Membran ermöglicht anschließend die Interaktion der 
PH-Domäne mit negativ geladenen Phospholipiden der Membran (Carman et al., 2000). Die 
Gβγ-Bindung und die Interaktion mit Phospholipiden verstärken die Kinaseaktivität der 
GRK2 auf synergistische Weise (Onorato et al., 1995; DebBurman et al., 1996; Pitcher et al., 
1995; Wu et al., 1998). Dies wird einer Konformationsänderung der GRK2 oder einer 
Verstärkung von intramolekularen Wechselwirkungen zugeschrieben (Sarnago et al., 2003; 
Lodowski et al., 2005). Für den M3-AChR konnte zusätzlich gezeigt werden, dass die 
Bindung von Gβγ an die dritte intrazelluläre Schleife für eine effektive Phosphorylierung des 
Rezeptors erforderlich ist (Wu et al., 2000; Wu et al., 1998). Dies weist darauf hin, dass Gβγ 
nicht nur für die Translokation der GRK2 an die Membran, sondern auch für eine geeignete 
Positionierung der GRK2 am Rezeptor verantwortlich ist. Die Bindestelle für Gβγ liegt im 
dritten β-Faltblatt der GRK2 und ein Austausch der Aminosäure Arginin 587 gegen Glutamin 




1.3.1.2 Beeinflussung der GRK2-Aktivität 
Wie zuvor erwähnt, ist keine Phosphorylierung der katalytischen Domäne der GRK2 für die 
Aktivierung ihrer Kinasefunktion notwendig. Dennoch kann die GRK2 durch 
unterschiedliche Kinasen phosphoryliert werden, was ihre Kinaseaktivität beeinflusst. 
Beispiele sind hier unter anderem Proteinkinase C (PKC) und Proteinkinase A (PKA), die die 
Kinaseaktivität der GRK2 steigern, sowie ERK („extracellular signal-regulated kinase“), die 
die Kinaseaktivität hemmt. PKC phosphoryliert GRK2 an der Aminosäure Serin 29, was die 
Bindung von Ca2+/Calmodulin verhindert und so dessen hemmenden Einfluss aufhebt 
(Chuang et al., 1995; Krasel et al., 2001). PKA phosphoryliert GRK2 an Aminosäure 
Serin 685, wodurch die Bindung von Gβγ gefördert und damit die Translokation der GRK2 an 
die Membran verstärkt wird (Cong et al., 2001). Die GRK2-Phosphorylierung durch ERK an 
Aminosäure Serin 670 hemmt die Gβγ-Bindung und senkt dadurch die Aktivität der GRK2 
(Elorza et al., 2000). Gleichzeitig soll die Phosphorylierung durch ERK die Translokation der 
GRK2 in die Mitochondrien durch die Interaktion mit Hitzeschockprotein 90 fördern (Chen et 
al., 2013). Die Tyrosinkinase c-Src phosphoryliert GRK2 an unterschiedlichen Tyrosinresten 
(Sarnago et al., 1999), was die Interaktion mit Gαq fördert und die Herunterregulierung der 
Rezeptoren verstärkt (Mariggiò et al., 2006). 
Die Aktivität der GRK2 kann allerdings nicht nur über Phosphorylierungen beeinflusst 
werden. Eine Reihe von Proteinen beeinflussen die GRK2-Aktivität durch direkte Interaktion. 
Dazu gehört das bereits genannte Calmodulin, dessen Bindung die Kinasefunktion der GRK2 
hemmt, und Caveolin 1/3. Caveolin interagiert spezifisch mit der PH-Domäne der GRK2, was 
zu einer Anreicherung von GRK2 in „Lipid Rafts“ führt und gleichzeitig die Kinaseaktivität 
der GRK2 hemmt (Carman et al., 1999a). Über diesen Mechanismus wird die gesteigerte 
Aktivität von Gαq in Caveolae erklärt (Sengupta et al., 2008). 
1.3.2 Physiologische Funktionen der GRKs 
GRKs sind für die Physiologie der Zellen von entscheidender Bedeutung und Veränderungen 
der GRK-Expression sind an der Entwicklung zahlreicher Erkrankungen beteiligt, zum 
Beispiel Hypertonie, Herzinsuffizienz (Hata und Koch, 2003), Alzheimer und Parkinson 




Die vorherrschenden Isoformen im kardiovaskulären System sind GRK2, GRK3 und GRK5. 
Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der GRK2 einer Herzinsuffizienz etwa 
2-3-fach erhöht ist (Penela et al., 2006; Ungerer et al., 1993). Der Entwicklung der 
Herzinsuffizienz liegt eine anhaltende Überstimulation der β-adrenergen Rezeptoren (β-AR) 
zugrunde. Um das Herz vor schädigenden Einflüssen der überaktivierten β-AR zu schützen, 
kommt es zu einer Überexpression von GRK2, die diese Rezeptoren desensibilisiert und 
herunterreguliert. Auf die daraus resultierende Abnahme der Kontraktilität der 
Kardiomyocyten reagiert der Körper mit einer gesteigerten Ausschüttung von 
Katecholaminen. Dadurch wird ein „circulus vitiosus“ ausgelöst, der durch weitere 
Herunterregulation der β-AR und abnehmende Sensitivität gegenüber Katecholaminen 
gekennzeichnet ist (Koch et al., 1995). Die Hemmung der GRK2-Aktivität kann diesen 
Kreislauf durchbrechen und wirkt sich positiv auf eine Kardiomyopathie aus (White et al., 
2000). Eine solche Hemmung der GRK2-Aktivität kann durch den Einsatz von βARK-ct 
erreicht werden. βARK-ct ist der C-terminale Teil der GRK2 und kann zum Beispiel über 
Adenoviren in Zellen eingebracht werde. βARK-ct konkurriert mit endogener GRK2 um die 
Gβγ-Bindung und hemmt so kompetitiv die Translokation der GRK2 an die Membran (Koch 
et al., 1995). Herzinsuffizienz tritt oft in Verbindung mit einer Hypertrophie des Herzens auf. 
Ein Zusammenhang beider Krankheitsbilder wird in einer gesteigerten Gq-Aktivierung 
gesehen. Wie zuvor beschrieben, führt die gesteigerte Gq-Aktivierung zur Hypertrophie. 
Gleichzeitig wird verstärkt die PKC aktiviert, die durch Phosphorylierung die Aktivität der 
GRK2 steigert. Dies führt wiederum zur verstärkten Desensibilisierung von β-AR, was im 
Zusammenhang mit einer Herzinsuffizienz steht (Malhotra et al., 2010; Dorn, II. et al., 2000). 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass GRK2 auch einen Einfluss auf die 
Signalweiterleitung von Insulin-Rezeptoren besitzt (Ciccarelli et al., 2011). Eine GRK2-
Überexpression schwächt das Insulin-Signal ab und kann so eine Insulinresistenz hervorrufen 
(Garcia-Guerra et al., 2010). Im Herzen soll die Ursache in der Phosphorylierung des 
Insulinrezeptorsubstrates-1 (IRS1) an Serin 307 durch die GRK2 bestehen, was zum Zerfall 
des Insulinrezeptorkomplexes führt und die Signalweiterleitung zu Effektoren wie Akt und 
Glucose-Transporter 4 reduziert (Ciccarelli et al., 2011). Außerdem konnte ein Einfluss der 
GRKs auf das Immunsystem und auf die Entwicklung von Alzheimer und Parkinson 





Es gibt verschiedene Möglichkeiten, die Interaktion zwischen zwei Proteinen zu untersuchen. 
Auf biochemischer Ebene ist die Durchführung von „pull-down”-Experimenten mit 
Zelllysaten möglich. Dabei erfolgt die Identifizierung interagierender Proteine mit Hilfe von 
Antikörpern. Um Protein-Interaktionen in lebenden Zellen zu untersuchen, bieten sich 
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)-Experimente an, die Aussagen über Distanz- 
oder Konformationsänderungen zweier fluoreszenzmarkierter Proteine erlauben. Mit diesen 
Experimenten ist es auch möglich, die Kinetik der Protein-Interaktion zeitlich hoch aufgelöst 
zu untersuchen. 
1.4.1 Fluorophore 
Es gibt verschiedene Möglichkeiten, Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren 
(Giepmans et al., 2006). So können unter anderem fluoreszenzmarkierte Antikörper eingesetzt 
werden, die spezifisch an das zu untersuchende Protein binden. Ein Vorteil dieser Methode 
ist, dass die endogenen Proteine dabei direkt erkannt werden können. Allerdings ist eine 
Fixierung und Permeabilisierung der Zellen notwendig, damit die Antikörper die Proteine 
erreichen können. Zusätzlich hängt der Erfolg der Methode davon ab, wie spezifisch die 
Antikörper an das gewünschte Protein binden. Als Fluoreszenzfarbstoffe werden in diesem 
Fall üblicherweise kleine organische Fluorophore, wie Fluorescein, oder „Quantum Dots“ 
eingesetzt. „Quantum Dots“ sind anorganische Nanokristalle, die eine hohe Helligkeit und 
Photostabilität besitzen (Jaiswal und Simon, 2004). 
Gentechnologisch können fluoreszenzmarkierte Proteine erzeugt werden, indem die 
Gensequenz des zu untersuchenden Proteins mit der Gensequenz eines Fluoreszenzproteins 
fusioniert wird. Durch Transfektion kann das Konstrukt in Zellen eingebracht und exprimiert 
werden. Wichtige Vorteile bestehen darin, dass das entsprechende Protein spezifisch markiert 
und eine Untersuchung in lebenden Zellen möglich ist. Zudem können die Lokalisation und 
die relative Konzentration des Proteins bestimmt werden. Nachteile sind, dass keine 
physiologischen Verhältnisse dargestellt werden können, da die fluoreszenzmarkierten 
Proteine meist überexprimiert sind. Außerdem muss geprüft werden, ob die eingefügten 




Eine weitere Möglichkeit besteht in der Verwendung kleinerer Moleküle, die kovalent an 
bestimmte Proteinsequenzen binden, die gentechnologisch in die zu untersuchenden Proteine 
eingefügt wurden. Ein wichtiges Beispiel hierfür ist FlAsH („fluorescein arsenical hairpin 
binder“) (Griffin et al., 1998). In die zu untersuchenden Proteine wird dazu eine 12 
Aminosäuren lange Peptidsequenz einkloniert, die vier Cysteinreste enthält. Die Fluoreszenz 
entsteht erst nach Chromophorbildung durch kovalente Bindung eines membrangängigen 
Fluorescein-Derivats mit zwei Arsengruppen. Zu den Vorteilen dieser Methode zählt die 
geringere Größe des Fluorophors. Allerdings besteht die Gefahr, dass durch das Einfügen der 
sogenannten „Haarnadel“-Struktur die physiologische Proteinfaltung beeinträchtigt wird. 
Außerdem entstehen während der Anregung des Fluorophors relativ viele reaktive 
Sauerstoffspezies, die zur Oxidation des Fluorophors führen. Aus technischen Gründen ist nur 
die Markierung mit einer Farbe möglich und die Hintergrundfluorszenz ist höher als bei 
Verwendung von Fluoreszenzproteinen. 
1.4.1.1 Fluoreszenzproteine 
In dieser Arbeit wurden Fluoreszenzproteine zur Markierung der untersuchten Proteine 
eingesetzt. Die am häufigsten eingesetzten Fluoreszenzproteine sind vom GFP (grün 
fluoreszierendes Protein) abgeleitet. GFP wurde bereits 1962 aus der Qualle Aequorea 
victoria isoliert (Shimomura et al., 1962). Zur Verbreitung von GFP in der Fluoreszenz-
Mikroskopie kam es allerdings erst 1992 nach der Klonierung des Gens (Prasher et al., 1992). 
Strukturell bestehen GFP-Derivate aus einem β-Faltblatt-Fass, in dessen Zentrum sich eine 
α-Helix befindet. Das Chromophor bildet sich posttranslational spontan aus den Aminosäuren 
65-67 (Ser-Tyr-Gly) dieser α-Helix. Die Chromophor-Bildung ist dabei ausschließlich von 
der Anwesenheit von Sauerstoff abhängig und schließt eine Zyklisierung und Oxidation ein 
(Tsien, 1998). Im Zentrum des Proteins ist das Chromophor vergleichsweise gut vor einem 
Angriff reaktiver Sauerstoffspezies geschützt, so dass die Photostabilität des 
Fluoreszenzproteins verglichen mit kleineren Fluoreszenzfarbstoffen sehr hoch ist 
(Greenbaum et al., 2000). 
Durch gezieltes Einführen von Mutationen im Chromophor konnten GFP-Varianten mit 
unterschiedlichen Absorptions- und Emissionsspektren generiert werden (Heim und Tsien, 
1996). Beispiele hierfür sind die cyanfarbenen Fluoreszenzproteine eCFP (cyan 




2010), sowie die gelben Fluoreszenzproteine eYFP (gelb fluoreszierendes Protein), sYFP, 
Venus (Nagai et al., 2002) und mCitrine (Griesbeck, 2001). Auch Helligkeit, Photostabilität 
und Proteinfaltung der Fluoreszenzproteine konnte durch die eingeführten Mutationen positiv 
beeinflusst werden (Pédelacq et al., 2005). Die ursprünglichen Fluoreszenzproteine lagen 
außerdem als Dimere vor, was durch Einführen der Mutation A206K verhindert werden 
konnte, ohne nachteilige Effekte auf die Fluoreszenz hervorzurufen (Zacharias, 2002). 
Darüber hinaus wurden GFP-Derivate erzeugt, die durch Einwirkung von Licht das 
Fluoreszenzspektrum wechseln oder aus einem dunklen in einen fluoreszierenden Zustand 
gebracht werden können (Jares-Erijman und Jovin, 2003). Ein generelles Problem der GFP-
Derivate, wie z.B. YFP, ist ihre Säureempfindlichkeit. Die Varianten Venus und mCitrine 
sind dabei vergleichsweise pH-resistent (Griesbeck, 2001). 
1.4.2 Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) 
Der Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer wurde 1948 von Theodor Förster quantifiziert 
(Förster, 1948), zunächst aber nicht wissenschaftlich genutzt. Erst als 1992 mit der 
Klonierung des GFP-Gens eine Möglichkeit gefunden wurde, Proteine spezifisch mit einem 
Fluorophor zu markieren, kam es zur verbreiteten Anwendung der FRET-Technologie in der 
Fluoreszenz-Mikroskopie. FRET ist der strahlungslose Übergang von Energie von einem 
angeregten Donor auf einen Akzeptor. Der Übergang erfolgt über eine Dipol-Dipol-Kopplung 
und die übertragene Energie kann vom Akzeptor in Form von Strahlung, aber auch 
strahlungsfrei abgegeben werden (Miyawaki, 2011). 
E୊ୖ୉୘  =  
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ܴ଴଺ = 8,8 × 10ିଶଷ ܨ஽ ݇ଶ ℎିସ ܬ(1) 
ܧிோா்  FRET-Effizienz 
ܴ  Abstand zwischen den Fluorophoren 
ܴ଴ Förster-Radius (Abstand, bei der 50% der Donor-Fluoreszenz gelöscht ist) 
ܨ஽ Fluoreszenzquantenausbeute 
݇ଶ Orientierungsfaktor  
(bei vollständig zufallsbestimmter Orientierung ଶଷ, z.B. für kleine Fluorophore, die frei 
rotieren können; andere Orientierungsfaktoren bei GFP-Varianten, die durch ihre 
Position im Protein oft sterisch auf einen bestimmten Bereich beschränkt sind) 
ℎିସ Refraktionsindex (beschreibt Einfluss des Mediums) 




Die FRET-Effizienz (ܧிோா்) ist definiert als die Wahrscheinlichkeit einer Energieübertragung 
pro Donor-Anregung. Sie sinkt mit der sechsten Potenz zum Abstand zwischen den FRET-
Partnern. Deshalb ist FRET nur in einem Bereich von etwa 1-10 nm Abstand zwischen den 
Fluorophoren möglich. Weitere Voraussetzungen für FRET sind eine Überlappung der 
Spektralbereiche der Emission des Donors und der Absorption der Akzeptors, sowie eine 
geeignete Orientierung zwischen den Fluorophoren (k2 = 0 – 4). Die FRET-Effizienz ist bei 
paralleler Dipol-Orientierung am besten. 
1.4.2.1 FRET-Experimente 
Beruhend auf dem Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer wurden unterschiedliche 
Messmethoden entwickelt, die die Untersuchung verschiedener Fragestellungen ermöglichen. 
1.4.2.1.1 Dynamische FRET-Experimente 
Zur Durchführung von dynamischen FRET-Experimenten wurden in dieser Arbeit Proteine 
eingesetzt, deren Gensequenz gentechnologisch mit einem FRET-Donor, meist mTurqouise, 
bzw. einem FRET-Akzeptor, meist eYFP, versehen war, und durch Transfektion in 
HEK293T-Zellen eingebracht. Nach Expression der Proteine wurde in einzelnen Zellen der 
FRET-Donor bei 425 nm angeregt und die Emission von FRET-Donor und FRET-Akzeptor 
zeitlich hoch aufgelöst detektiert. Wie Abbildung 5 zeigt, bewirkt eine Interaktion zwischen 
den beiden Proteinen eine Änderung in der Emission der beiden Fluorophore. Zu Beginn ist 
der Abstand beider Proteine so groß, dass kein oder wenig FRET besteht. In diesem Fall wird 
eine hohe Fluoreszenzintensität des Donors gemessen. Im Fall einer Interaktion nähern sich 
die beiden Fluorophore einander an, so dass ein Energietransfer stattfindet. Dies führt zur 
Zunahme der Akzeptor-Emission und im Gegenzug zur Abnahme der Donor-Emission. 
Zur Auswertung der Experimente wurde das FRET-Ratio ிೊಷುி಴ಷು berechnet, um 
Einflussfaktoren, die beide Fluorophore betreffen, zum Beispiel Bleichen, zu eliminieren. 
Außerdem können unterschiedlich stark exprimierende Zellen auf diese Weise besser 
verglichen werden. Eine genauere Beschreibung der Durchführung und Auswertung der 





Abbildung 5: Prinzip eines FRET-Experiments 
 
1.4.2.1.2 Intermolekularer und intramolekularer FRET 
Intermolekularer FRET ermöglicht es, die Interaktion von zwei Proteinen zu untersuchen. 
Wie schon beschrieben, werden beide Proteine jeweils mit einem Fluorophor markiert und 
durch Änderungen in der Emission beider Fluorophore werden in erster Linie 
Distanzänderungen der beiden Interaktionspartner nachgewiesen. 
Mit Hilfe von intramolekularem FRET können dagegen Konformationsänderungen eines 
Proteins, z.B. eines Rezeptors, untersucht werden. In diesem Fall werden die Fluorophore an 
unterschiedliche Stellen desselben Proteins eingefügt. Eine Konformationsänderung des 
Proteins beeinflusst in erster Linie die Orientierung der Fluorophore zueinander, was 
wiederum an der Emission derselben zu erkennen ist. 
Auf diesem Prinzip beruhen auch FRET-Sensoren, wie z.B. der cAMP-Sensor Epac1-camps 
(Nikolaev, 2004). Die Bindung von cAMP führt zu einer Konformationsänderung des 
Sensors, so dass aus Änderungen im FRET-Signal Rückschlüsse auf Änderungen der cAMP-


















































Insbesondere bei intermolekularem FRET ist das Verhältnis der beiden Fluorophore wichtig, 
weil dieses das FRET-Signal beeinflusst. Bei intramolekularem FRET ist ein äquimolares 
Verhältnis der beiden Fluorophore sichergestellt. 
1.4.2.1.3 FRET-Experimente im Gleichgewichtszustand 
Bei dieser Methode werden keine dynamischen FRET-Änderungen, sondern die FRET-
Effizienz zwischen zwei Fluorophoren in An- und Abwesenheit des FRET-Akzeptors 
gemessen. Um die FRET-Effizienz quantifizieren zu können, müssen geeignete Annahmen 
gemacht werden. Unter experimentellen Bedingungen ist dies oft schwierig, da viele Größen, 
wie die Orientierung und Rotationsgeschwindigkeit der Fluorophore und die 
stöchiometrischen Verhältnisse unbekannt oder starken Schwankungen unterworfen sind 
(Jares-Erijman und Jovin, 2003). 
1.4.2.1.4 Akzeptorbleichen 
Die Methode des Akzeptorbleichens kann angewendet werden, um bestehende Interaktionen 
zwischen zwei Proteinen nachzuweisen. Die Donor-Fluoreszenz wird in bestimmten 
Zeitabständen gemessen, während der Akzeptor kontinuierlich durch Belichten mit hoher 
Lichtintensität geblichen wird. Geblichene Fluorophore können in der Folge keine Energie 
mehr aufnehmen. Bestand zu Beginn eine Interaktion zwischen den untersuchten Proteinen 
und damit FRET zwischen den Fluorophoren, ist nach Akzeptorbleichen kein Energietransfer 
mehr möglich, was als Zunahme der Donor-Fluoreszenz sichtbar wird. 
1.4.2.1.5 FLIM („fluorescence lifetime microscopy“) 
FLIM beschreibt eine sehr direkte FRET-Messung, die relativ unempfindlich gegenüber 
Konzentrationsänderungen und Bleichen der Fluorophore ist. Eingesetzt wird ein FRET-
Donor mit hoher FRET-Effizienz und langer Lebensdauer, wie zum Beispiel Cerulean (Rizzo 
et al., 2004) und mTurquoise (Goedhart et al., 2010). Der FRET-Donor wird mit einem 
kurzen Lichtimpuls angeregt und die Donor-Fluoreszenz, die monoexponentiell abnimmt, 
zeitlich verfolgt. Die Anwesenheit eines FRET-Akzeptors führt durch Energieaufnahme zu 





Die Funktion der G-Protein-gekoppelten-Rezeptorkinase 2 (GRK2) in der Desensibilisierung 
G-Protein-gekoppelter Rezeptoren ist seit langem bekannt und intensiv erforscht. Es wurde 
beschrieben, dass die Interaktion mit freien Gβγ-Untereinheiten und Phospholipiden zur 
agonistabhängigen Rekrutierung der GRK2 zu aktivierten Rezeptoren führt. Als weiterer 
Interaktionspartner der GRK2 wurden aktive Gαq-Untereinheiten identifiziert und die 
Hemmung der Signalweiterleitung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren durch diese Interaktion 
beschrieben. Bisherige Studien nutzten zumeist Endpunktmethoden, wie “pull-down”-
Experimente oder die Bestimmung der Rezeptorphosphorylierung. Daher fehlte bisher eine 
detaillierte kinetische Beschreibung der Abläufe, die zur agonistabhängigen Rekrutierung der 
GRK2 zum Rezeptor führen. Auch war nicht geklärt, welche Funktionen Gαq bei der GRK2-
Rekrutierung zu Gq-Protein-gekoppelter Rezeptoren besitzt. Das Ziel dieser Arbeit bestand 
deshalb zu einem darin, die Effekte der Interaktion zwischen Gαq und GRK2 auf die 
Signalweiterleitung am Beispiel des Gq-Protein-gekoppelten M3-Acetylcholin-Rezeptors zu 
untersuchen. Zum anderen sollte die Dynamik der GRK2-Rekrutierung zu aktivierten 
Rezeptoren mit hoher zeitlicher und räumlicher Auflösung in einzelnen lebenden Zellen 
analysiert und quantifiziert werden. Im Gegensatz zu bisher genutzten Techniken ermöglichte 
die Methode des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers (FRET) eine genaue kinetische 
Analyse aller Vorgänge, die zur Rekrutierung der GRK2 zum Rezeptor und zur Dissoziation 
der GRK2 vom Rezeptor beitragen. Insbesondere sollten hierbei die Funktion von Gαq bei der 
agonistabhängigen Membrantranslokation der GRK2 und der Einfluss von Gαq auf die 
Interaktion von GRK2 mit Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren im Mittelpunkt stehen. 
Weiterhin sollte die Frage beantwortet werden, ob die Bindung von Gβγ und Gαq an die 
GRK2 die Funktionalität der Kinase und damit die Rezeptorphosphorylierung beeinflusst. 
Durch diese Untersuchungen sollten wertvolle Erkenntnisse darüber gewonnen werden, 
welchen Einfluss Gβγ und Gαq durch ihre Interaktion mit der GRK2 auf die 
Signalweiterleitung und Desensibilisierung Gq-Protein-gekoppelter Rezeptoren besitzen. Die 
durch die kinetische Analyse gewonnenen Erkenntnisse sollten darüber hinaus zur Erstellung 
einer computerbasierten Simulation der GRK2-Rekrutierung genutzt werden. Dieses Modell 
sollte einerseits zur Plausibiliätsprüfung der beschriebenen Vorgänge dienen und andererseits 
Reaktionskonstanten für die unterschiedlichen einbezogenen Interaktionen liefern. 
Material und Methoden 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Lieferant 
Deckgläschen (25 mm, rund) VWR, Darmstadt 
Einmalspritzen (6 ml) Neolab, Heidelberg 
Eppendorfgefäße (1,5 ml) Sarstedt, Nürnbrecht 
Kulturröhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Solingen 
Pasteurpipetten Hartenstein, Würzburg 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 ml) VWR, Darmstadt 
Petrischalen (10 cm) Hartenstein, Würzburg 
Pipettenspitzen (2 µl, 200 µl, 1000 µl)  Sarstedt, Nürnbrecht 
PVDF Membranen Roche, Mannheim 
6-Well Zellkulturplatten Sarstedt, Nürnbrecht 
Whatmanpaper VWR, Darmstadt 
Zellkulturschalen (10 cm, 6 cm)  Sarstedt, Nürnbrecht 
 
2.1.2 Reagenzien und Enzyme 
Tabelle 2: Allgemeine Reagenzien und Enzyme 
Substanz Lieferant 
Acetylcholiniodid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Acrylamid/ Bisacrylamid  Carl Roth, Karlsruhe 
Aktivkohle Carl Roth, Karlsruhe 
Agar Applichem, Darmstadt 
Agarose (LE) Biochrom, Berlin 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Steinheim 




Ampicillin Applichem, Darmstadt 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Bradford-Reagenz Applichem, Darmstadt 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim 
Calciumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Desoxyribonukleotide (dNTPs) New England BioLabs, Frankfurt 




EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim 
Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Promega, Mannheim 
Glycerol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glycin Carl Roth, Karlsruhe 
HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim 
Immersionsöl (Immersol 518F) Zeiss, Jena 
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kanamycinsulfat Carl Roth, Karlsruhe 
KapaHifi DNA-Polymerase Peqlab, Erlangen 
LB-Medium nach Lennox Applichem, Darmstadt 
1 kb Leiter  New England BioLabs, Frankfurt 
T4 Ligase New England BioLabs, Frankfurt 
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich, Steinheim 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methanol Lenz-Chemie, Westerburg 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 




Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumdodecylsulfate (SDS) Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrochlorid Carl Roth, Karlsruhe 
Noradrenalinbitartrat Sigma-Aldrich, Steinheim 
PEG 3000 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Phusion DNA Polymerase Thermo Scientific, Langenselbold 
Pfu DNA Polymerase Thermo Scientific, Langenselbold 
Proteaseinhibitor-Mix (cOmplete ULTRA 
Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack) 
Roche, Mannheim 
Restriktionsenzyme  New England BioLabs, Frankfurt 
RNAseA Roche, Mannheim 
Salzsäure (37%) Carl Roth, Karlsruhe 
TEMED Carl Roth, Karlsruhe 
Tris Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tris-Acetat Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
Tabelle 3: Verwendete Reagenzien und Enzyme für eukaryotische Zellkultur 
Substanz Lieferant 
DMEM (high glucose) Biochrom, Berlin 
Effectene Transfection Reagent Qiagen, Hilden 
FCS (fetales Kälberserum) Biochrom, Berlin 
L-Gutamin (200 mM) Biochrom, Berlin 
PBS Biochrom, Berlin 
Penicillin/Streptomycin  
(10.000 U/ml / 10 mg/ml) 
Biochrom, Berlin 
Poly-L-lysinhydrobromid Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Plasmide 
Plasmid Spezies Vektor Referenz 




M3-AChR-YFP Mensch pcDNA3 (Hoffmann et al., 2012) 
M3-AChR-mTurq Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
M2-AChR-CFP Mensch pcDNA3 zur Verfügung gestellt von 
Peter Hein 
α2A-AR Maus pcDNA3 (Bünemann et al., 2003) 
Gαq Maus pcDNA3 (Hughes et al., 2001) 
Gαq-YFP Maus pcDNA3 (Hughes et al., 2001) 
Gαq (P185K) Maus pcDNA3 diese Arbeit 
Gαq (P185K)-YFP Maus pcDNA3 diese Arbeit 
Gαi1 C351I Ratte pcDNA3 (Wise et al., 1997) 
Gαi1-YFP C351I Ratte pcDNA3 (Bünemann et al., 2003) 
Gαo Ratte pcDNA3 (Frank et al., 2005) 
Gβ1 Mensch pcDNA3 (Bünemann et al., 2003) 
Cer-Gβ1 Mensch pcDNA3 (Frank et al., 2005) 
Gγ2 Rind pcDNA3 (Bünemann et al., 2003) 
CFP-Gγ2 Rind N1-eCFP 
(Clontech) 
(Bünemann et al., 2003) 
GRK2 Mensch pcDNA3 (Winstel et al., 1996) 
GRK2-YFP Mensch  pcDNA3 (Brockmann, 2005) 
GRK2-mTurq Mensch pcDNA3 zur Verfügung gestellt von 
Cornelius Krasel 
GRK2 (K220R) Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
GRK2 (K220R)-YFP Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
GRK2 (K220R)-mTurq Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
GRK2 (D110A) Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
GRK2 (D110A)-YFP Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
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Plasmid Spezies Vektor Referenz 
GRK2 (D110A)-mTurq Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
GRK2 (R587Q) Mensch pcDNA3 zur Verfügung gestellt von 
Cornelius Krasel 
GRK2 (R587Q)-YFP Mensch pcDNA3 zur Verfügung gestellt von 
Cornelius Krasel 
GRK2 (R587Q)-mTurq Mensch pcDNA3 zur Verfügung gestellt von 
Cornelius Krasel 
GRK2 (D110A + R587Q) Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
GRK2 (D110A + R587Q)-
YFP 
Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
GRK2 (D110A + R587Q)-
mTurq 
Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
Arrestin3-YFP Rind pcDNA3 (Krasel et al., 2005) 
Arrestin3-mTurq Rind pcDNA3 zur Verfügung gestellt von 
Cornelius Krasel 
pcDNA3  pcDNA3 Invitrogen 
SI-eYFP-β2-AR-mTurq Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
SI-eYFP-β2-AR-Cer Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
SI-eYFP β2-AR-CFP Mensch pcDNA3 diese Arbeit 
 
2.1.3.1 Klonierungsstrategien 
Die Klonierung der unterschiedlichen GRK2-Mutanten erfolgte ausgehend von GRK2, 
GRK2-YFP, GRK2-mTurq und den entsprechenden R587Q-mutierten Konstrukten durch 
Mutagenese mit den in Abschnitt 2.1.4 aufgeführten Primern. Der Ablauf einer Mutagenese 
ist in Abschnitt 2.2.1.2 näher beschrieben. Ebenfalls durch Mutagenese wurden Gαq (P185K) 
und Gαq (P185K)-YFP aus Gαq und Gαq-YFP erzeugt. 
Unter Verwendung der beiden Ausgangsplasmide M3-AChR-YFP und GRK2-mTurq wurde 
M3-AChR-mTurq kloniert. Dazu wurde durch Restriktion mit den Enzymen XbaI und NotI 
jeweils die Gensequenz des Fluorophors aus den Plasmidvektoren herausgeschnitten und der 
M3-AChR-Vektor mit mTurq ligiert. Eine detaillierte Beschreibung des Restriktionsverdaus 
und der Ligation befindet sich in den Abschnitten 2.2.1.9 und 2.2.1.12. 
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Die Klonierung der Referenzplasmide SI-eYFP-β2-AR-mTurq, SI-eYFP-β2-AR-Cer und SI-
eYFP-β2-AR-CFP erfolgte analog zum Konstrukt SI-sYFP-β2-AR-CFP (Dorsch et al., 2009). 
SI bezeichnet dabei eine Signalsequenz, die zur Verbesserung der Membranlokalisation des 
Konstrukts eingefügt wurde. Zunächst wurde eYFP durch eine PCR mit den in Abschnitt 
2.1.4 aufgeführten Primern aus dem Ausgangsvektor GRK2-YFP amplifiziert und mit der 
Signalsequenz versehen. Das PCR-Produkt wurde anschließend mit BamHI und XbaI verdaut 
und durch einen Fluorophor-Austausch aus dem vorhandenen Konstrukt SI-sYFP-β2 das 
Konstrukt SI-eYFP-β2 erzeugt. Dieses Zwischenkonstrukt wurde dann über HindIII und HpaI 
in die Vektoren von β2-mTurq, β2-Cer und β2-CFP einkloniert. 
2.1.4 Primer 
Die zur Klonierung verwendeten Primer wurden bei Eurofins MWG (Ebersberg) bestellt 
(Tabelle 6). Zur Durchführung von Mutagenesen wurden HPLC-gereinigte Primer eingesetzt. 
Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Primer 
Klonierung Primersequenz 
GRK2 (K220R) 5‘-CAAGATGTACGCCATGAGGTGCCTGGACAAAAAG-3‘ 
5‘-CTTTTTGTCCAGGCACCTCATGGCGTACATCTTG-3‘ 




















Verwendet wurden Escherichia coli-Bakterien vom Stamm DH5 α. 
2.1.6 Eukaryotische Zelllinien 
Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden in HEK293T-Zellen („human 
embryonic kidney cells“) durchgeführt. Es handelt sich dabei um eine adhärent wachsende 
Zelllinie, die durch Transformation einer humanen embryonalen Nierenepithelzelle mit DNA-
Sequenzen des menschlichen Adenovirus 5 erzeugt wurde. Zusätzlich exprimieren diese 
Zellen das SV40 large T-Antigen, das die DNA-Replikation von episomalen Plasmiden mit 
dem SV40-Origin ermöglicht. 
  




2.2.1 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Durch eine PCR wird die Vervielfältigung eines bestimmten DNA-Abschnitts ermöglicht. Als 
Template wird Plasmid-DNA verwendet. Der zu amplifizierende Bereich wird durch zwei 
Primer bestimmt, die komplementär zum 5‘, die den benötigten DNA-Abschnitt enthielt. 
Dann wurden ein Forward- und eine Reverse-Primer entworfen, die komplementär zum 
Beginn bzw. Ende des DNA-Abschnitts waren und den zu amplifizierenden Bereich dadurch 
bestimmten. Ein typischer PCR-Ansatz sah wie folgt aus: 












KAPAHifi GC-Puffer 5x 
Reinstwasser 
 
Der Ansatz wurde auf Eis pipettiert und die PCR anschließend in einem Thermocycler nach 
einem Schema vergleichbar dem folgenden durchgeführt: 
 
Abbildung 7: Beispielhafter Ablauf einer PCR 
 
Der erste Schritt ist die Denaturierung bei 98 °C. In diesem Schritt werden die beiden DNA-
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Anlagerung der Primer an die Template-DNA zu ermöglichen (Annealing). Die 
Annealingtemperatur hängt von der Schmelztemperatur der eingesetzten Primer ab und wird 
üblicherweise etwa 10 °C unterhalb der Schmelztemperatur gewählt. Im anschließenden 
Elongationsschritt wird die Temperatur auf das Temperaturoptimum der DNA-Polymerase 
erhöht, welches im Fall der Phusion oder KAPAHifi bei 72 °C liegt. In diesem Schritt werden 
der Primer verlängert, so dass wieder doppelsträngige DNA entsteht. Die Dauer der 
Elongation hängt von der Geschwindigkeit der eingesetzten Polymerase und der Länge des zu 
amplifizierenden DNA-Abschnitts ab. Anschließend wird der Zyklus mit dem 
Denaturierungsschritt erneut begonnen. Insgesamt werden 30 Zyklen durchgeführt. Nach 
einem finalen Elongationsschritt wird die Temperatur auf 4 °C abgesenkt, um die Aktivität 
der DNA-Polymerase zu senken. Theoretisch wird der DNA-Strang in jedem Zyklus 
verdoppelt, praktisch nimmt die Amplifikation allerdings mit zunehmender Zyklusanzahl ab, 
weil die Konzentration an Primern sinkt. Das PCR-Produkt wurde anschließend mittels 
Agarosegelelektrophorese (Abschnitt 2.2.1.10) aufgereinigt. 
2.2.1.2 Mutagenese 
Mutagenesen wurden in dieser Arbeit durchgeführt, um einzelne Aminosäuren in der 
Gensequenz verwendeter Proteine auszutauschen. Sie wurden in Anlehnung an das Protokoll 
der Quick Change Mutagenese von Stratagene durchgeführt. Dazu wurden ein „Forward“ und 
ein „Reverse“ Primer mit einer Länge von je etwa 30 Basen entworfen, die komplementär zur 
Sequenz des Ausgangsplasmids waren, in der Mitte allerdings die gewünschte Mutation 
enthielten. Mittels PCR wurde die gewünschte Mutation auf das Plasmid übertragen. Die PCR 
wurde nach einem Schema ähnlich dem folgenden durchgeführt: 
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Nach der PCR wurde der Reaktionsansatz mit DpnI verdaut, einem Restriktionsenzym, das 
methylierte und hemimethylierte DNA schneidet. In diesem Schritt wird das 
Ausgangsplasmid abgebaut, da es aus Bakterien gewonnen wurde und deshalb methyliert ist. 
Die während der PCR entstandenen DNA-Stränge mit der Mutation sind nicht methyliert, 
bleiben also erhalten. Das verdaute PCR-Produkt wurde in Escherichia coli-Bakterien 
(DH5α) transformiert (Abschnitt 2.2.1.5), um den Plasmidring zu schließen und zu 
vervielfältigen. 
2.2.1.3 Herstellung von LB-Medium und LB-Agar-Platten 
Für die Kultur von Escherichia coli-Bakterien wurden LB-Medium als Nährmedium für die 
Suspensionskultur und LB-Agar-Platten als Festmedium eingesetzt. Zur Herstellung von LB-
Medium wurde LB-Medium-Pulver nach Lennox (AppliChem) in der Konzentration 20 g/l in 
Reinstwasser gelöst, in Flaschen abgefüllt und autoklaviert. Zum Gießen von LB-Agar-
Platten in Petrischalen wurde LB-Medium mit Zusatz von 1,5% Agar verwendet. Zur 
Verflüssigung wurde dieses in der Mikrowelle erwärmt und anschließend auf unter 50 °C 
abgekühlt, damit das benötigte Antibiotikum zugesetzt werden konnte. Häufig eingesetzt 
wurden hierbei Ampicillin Natriumsalz (100 mg/l) und Kanamycinsulfat (30 mg/l). 
2.2.1.4 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli-Bakterien 
Da Escherichia coli (E. coli) unter normalen Bedingungen nur in geringem Maße Plasmid-
DNA aus dem Medium aufnehmen, wurden zur Durchführung von Transformationen 
kompetente Bakterien verwendet. Zur Herstellung kompetenter E. coli wurden die Bakterien 
auf antibiotikafreien LB-Agar-Platten ausplattiert. Nach Inkubation bei 37 °C über Nacht 
wurde von einer Kolonie über Nacht eine Vorkultur in 10 ml LB-Medium angesetzt. Mit 
5-10 ml der Vorkultur werden 250 ml LB-Medium angeimpft und bei 37 °C bis zu einer 
optischen Dichte von OD600 0,3-0,6 vermehrt, bis sich die Bakterien in der exponentiellen 
Wachstumsphase befinden. Anschließend werden die Bakterien bei 5000 rpm und 4 °C für 
10 min abzentrifugiert und in 25 ml gekühltem TSB („transformation and storage buffer“)-
Puffer (10% (m/V) PEG 3000, 5% (V/V) DMSO, 20 mM MgCl2 in LB-Medium) 
resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von ein bis zwei Stunden auf Eis werden die 
Bakterien aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 
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2.2.1.5 Transformation von kompetenten Escherichia coli-Bakterien 
Eine Transformation bezeichnet das Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien, 
das in diesem Fall mittels der modifizierten Hitzeschock-Methode durchgeführt wurde. Es 
wurden Plasmide mit Antibiotika-Resistenz verwendet, um die Bakterien, die das gewünschte 
Plasmid aufgenommen haben, zu selektionieren. Für einen typischen Transformationsansatz 
wurden 200 ng Plasmid-DNA, 20 µl KCM-Puffer 5x (500 mM KCl, 150 mM CaCl2, 250 mM 
MgCl2) und 80 µl Reinstwasser zusammenpipettiert und 100 µl der auf Eis aufgetauten 
kompetenten E. coli hinzugefügt. Der Ansatz wurde 20 min auf Eis und anschließend 10 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und die 
Bakterien für 50 min bei 37 °C auf dem Schüttelinkubator (Eppendorf, 600 rpm) inkubiert. 
60 µl des Ansatzes wurden dann auf eine antibiotikahaltige Agarplatte ausplattiert und über 
Nacht bei 37 °C inkubiert. Nur Bakterien, die mit dem Plasmid die entsprechende 
Antibiotikaresistenz aufgenommen hatten, überlebten und konnten eine Kolonie bilden. 
2.2.1.6 DNA-Präparation (Midi) 
Eine DNA-Präparation wurde zur Amplifikation eines Plasmids durchgeführt. Dazu wurden 
die transformierten E. coli vermehrt und anschließend die Plasmid-DNA aus den Bakterien 
gewonnen. Die Midi-Präparation wurde mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midi Kits und den 
mitgelieferten Puffern durchgeführt. 100 ml LB-Medium wurden mit einer Bakterienkolonie 
angeimpft. Um den Selektionsdruck aufrechtzuerhalten, wurde das entsprechende 
Antibiotikum hinzugefügt. Die Bakterien wurden über Nacht bei 37 °C auf dem Schüttler 
vermehrt und anschließend bei 5000 rpm und 4 °C für 15 min abzentrifugiert. Das 
Bakterienpellet wurde in 4 ml Puffer P1 resuspendiert. Die in diesem Schritt zugesetzte 
RNase A verhinderte eine Kontamination der Plasmid-DNA mit RNA. Es folgte die 
alkalische Lyse durch Zusatz von 4 ml Puffer P2. Das enthaltene Natriumdodecylsulfat lysiert 
die Zellmembran der Bakterien und durch das alkalische Milieu kommt es zur Denaturierung 
von Plasmid-DNA und chromosomaler DNA. Bei der anschließenden Neutralisierung mit 
4 ml Puffer P3 kommt es zur Renaturierung der Plasmid-DNA, während die chromosomale 
DNA aufgrund ihrer Länge präzipitiert. Weitere Bestandteile des Präzipitats sind 
schwerlösliches Kaliumdodecylsulfat, Proteine und Zellmembranbruchstücke. Nach einer 
Inkubationszeit von 20 min auf Eis wurde das Präzipitat bei 5000 rpm und 4 °C für 30 min 
abzentrifugiert, während die Plasmid-DNA im Überstand blieb. Der Überstand wurde auf eine 
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Anionenaustauschersäule gegeben, die zuvor mit 4 ml Puffer QBT equilibriert wurde, und 
zweimal mit 10 ml Puffer QC gewaschen. Die negativ geladene Plasmid-DNA bindet an die 
schwach basischen Gruppen der Säule und verbliebene Verunreinigungen wie Proteine, 
Polysaccharide und RNA-Fragmente können entfernt werden. Anschließend wurde die 
Plasmid-DNA mit 5 ml Puffer QF in ein Kulturröhrchen mit 3,5 ml Isopropanol eluiert. Die in 
Isopropanol unlösliche Plasmid-DNA wurde bei 5000 rpm und 4 °C für 60 min pelletiert, mit 
2 ml Ethanol 70% gewaschen, um Salze zu entfernen, erneut zentrifugiert und getrocknet. 
Anschließend wurde die Plasmid-DNA in 100 µl autoklavierten Reinstwasser gelöst und 
bei -20 °C gelagert. 
2.2.1.7 DNA-Präparation (Mini) 
Eine Mini-Präparation erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie eine Midi-Präparation, 
allerdings in kleinerem Maßstab. Da keine Säulenaufreinigung stattfindet, ist die gewonnene 
Plasmid-DNA stärker verunreinigt und wurde daher ausschließlich für Kontrollverdaus im 
Laufe von Klonierungen verwendet. Für Sequenzierungen oder zur Transfektion in 
HEK293T-Zellen wurde Plasmid-DNA aus einer Midi-Präparation verwendet. 
4 ml antibiotikahaltiges LB-Medium wurden mit einer Kolonie der transformierten E. coli 
angeimpft und über Nacht bei 37 °C auf dem Schüttler wachsen gelassen. 1,5 ml der 
Bakterien-Suspension wurden in ein Eppendorfgefäß überführt und bei 13300 rpm und 4 °C 
für 30 s abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 µl Lösung 1 nach Zusatz von 2 µl 
RNase A (10 mg/ml) resuspendiert (Tabelle 7). Die Suspension wurde anschließend durch 
Zugabe von 200 µl Lösung 2 alkalisiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Neutralisation mit 150 µl Lösung 3 und Inkubation für 5 min auf Eis wurde das Präzipitat bei 
13300 rpm und 4 °C für 15 min abzentrifugiert. Anschließend wurden 400 µl des Überstands 
in ein neues Eppendorfgefäß mit 450 µl Isopropanol überführt. Nach Inkubation für 5 min bei 
Raumtemperatur wurde die Plasmid-DNA bei 13300 rpm und 4 °C für 15 min abzentrifugiert. 
Das DNA-Pellet wurde mit 450 µl Ethanol 70% bei 13300 rpm und 4 °C für 15 min 
gewaschen, getrocknet und in 50 µl autoklavierten Reinstwasser gelöst.  
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Tabelle 7: Lösungen zur Durchführung einer DNA-Präparation (Mini) 
Lösung 1 Lösung 2 Lösung 3 
50 mM Glucose 
10 mM EDTA 
25 mM Tris(base) 
in Reinstwasser 
pH 8,0 
0,2 M NaOH 
1% SDS 
in Reinstwasser 
60 ml Kaliumacetat (5 M) 
11,5 ml konz. Essigsäure 96% 
28,5 ml Reinstwasser 
 
2.2.1.8 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines Nano-Photometers bestimmt, das die optische 
Dichte der Probe bei 260 nm misst. Alle Plasmide wurden mit Reinstwasser auf eine 
Konzentration von 1 µg/µl eingestellt. 
2.2.1.9 Restriktionsverdau 
Zur Durchführung von Klonierungen oder zur Erfolgskontrolle kann die Plasmid-DNA mit 
Restriktionsenzymen verdaut werden, die in den meisten Fällen spezifische palindromische 
Sequenzmotive von vier bis acht Basenpaaren erkennen und an einer bestimmten Stelle 
innerhalb dieser Sequenz schneiden. Restriktionsenzyme wurden ursprünglich aus 
verschiedenen Bakterienstämmen isoliert und nach dem jeweiligen Stamm benannt. Bei den 
meisten Enzymen ist ein Verdau bei 37 °C für 1 Stunde ausreichend. Ein typischer Ansatz 





ad 20 µl 
Plasmid-DNA 
pro Enzym 
geeigneter Puffer (10x) 








Zur Auftrennung der im Restriktionsverdau erhaltenen DNA-Fragmente nach ihrer Größe 
wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgeführt. Das Gel wurde üblicherweise mit 1% 
Agarose in TAE-Puffer gegossen. Dem noch flüssigen Gel wurden 1-2 µl Ethidiumbromid 
zugegeben, um eine Detektion der DNA-Fragmente zu ermöglichen. Die aufzutrennenden 
Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und jeweils in eine Tasche des Gels pipettiert. Der 
Ladepuffer vereinfacht einerseits das Beladen des Gels, da durch das enthaltene Glycerol die 
Dichte der Probe erhöht wird, andererseits kann durch den zugesetzten Farbstoff die 
Laufstrecke der Probe verfolgt werden. In eine Tasche des Gels wurde zusätzlich eine DNA-
Leiter mit Fragmenten bekannter Größe aufgetragen, um die Größe der DNA-Fragmente der 
Proben abschätzen zu können. In einer mit TAE-Puffer gefüllten Elektrophorese-Kammer 
wurde das Gel bei 80 V laufen gelassen, bis die Farbstoffbande das Ende des Gels erreichte. 
Während der Elektrophorese bewegten sich die negativ geladenen DNA-Fragmente in 
Richtung Anode. Weil kleinere DNA-Fragmente schneller durch die Gelstruktur laufen als 
größere, erfolgte eine Größenauftrennung der Fragmente. Die Detektion der DNA-Fragmente 
erfolgte anschließend auf dem UV-Tisch. Der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid 
interkaliert in die DNA, was zu einer Verschiebung seines Absorptionsspektrums führt und 
die DNA-Banden sichtbar macht. Je nach Anwendung erfolgte nur eine Größenkontrolle der 
DNA-Fragmente oder die Bereiche mit den benötigten DNA-Fragmenten wurden 
ausgeschnitten, um die DNA weiter zu verarbeiten. 
Tabelle 8: Lösungen zur Durchführung einer Agarosegelelektrophorese 
TAE-Puffer  Ladepuffer 
40 mM Tris-Acetat  




10 mM EDTA 
10 mM Tris 
0,25% Orange G 
in Reinstwasser 
 




Um DNA-Fragmente nach einer Agarosegelelektrophorese für eine Klonierung 
weiterzuverwenden, musste die DNA zunächst aus dem Gelstück eluiert werde. Dies erfolgte 
mit Hilfe des Qiagen Qiaquick Gel Extraction Kits. Dazu wurde das Gelstück bei 50 °C für 
10 min auf dem Schüttelinkubator in 600 µl Puffer QG gelöst und 200 µl Isopropanol 
hinzugegeben. Die Lösung wurde auf eine Trennsäule pipettiert und bei 13300 rpm für 1 min 
zentrifugiert, um die Lösung über die Säule zu bringen. Die DNA-Fragmente banden an die 
Säule und wurden mit 750 µl Waschpuffer PE bei 13300 rpm für 1 min gewaschen. Um 
verbliebenes Ethanol zu entfernen, wurde die Säule nach Entfernen des Eluates erneut für 
1 min zentrifugiert. Anschließend wurden 30 µl Reinstwasser mittig auf die Säule pipettiert, 
für 1 min inkubiert und die DNA bei 13300 rpm für 1 min in ein neues Eppendorfgefäß 
eluiert. 
2.2.1.12 Ligation 
DNA-Fragmente, die mit Restriktionsenzymen verdaut wurden, können entweder glatte 
Enden oder einen Überhang aufweisen. Durch das Enzym Ligase können diese Enden in einer 
Ligation wieder verbunden werde. Dabei ist es vorteilhaft, wenn das Fragment N- und 
C-terminal nicht kompatible Schnittstellen aufweist. Dies sorgt dafür, dass das Fragment nur 
in einer Richtung in den Vektor eingebaut werden kann. Für Ligationen wurde die T4 DNA-
Ligase verwendet. Das Insert wurde dabei in 3-5-fachem molarem Überschuss gegenüber dem 





ad 10 µl 
T4 DNA-Ligase 





Zusätzlich wurde eine Religationskontrolle pipettiert, bei der anstelle des Inserts die gleiche 
Menge Reinstwasser eingesetzt wurde. Diese diente zur Abschätzung, wie oft der 
geschnittene Vektor religierte, ohne das Insert einzufügen. Ligations- und Religations-Ansatz 
wurden über Nacht bei 16 °C inkubiert. Anschließend wurden jeweils 5 µl der Ansätze in 
kompetente E. coli transformiert. Je weniger Kolonien auf der Religationsplatte gewachsen 
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waren, desto größer war die Wahrscheinlichkeit, dass ein Klon auf der Ligationsplatte das 
Insert enthielt. 
2.2.1.13 Sequenzierung 
Sequenzierungen der Plasmid-DNA wurden durch Eurofins MWG durchgeführt. Dazu 
wurden DNA-Proben von 1 µg Plasmid-DNA in 15 µl Reinstwasser vorbereitet. Die 
Sequenzierung konnte entweder mit Standard-Primern, wie T7 oder pcDNAfw, durchgeführt 
werden oder mit eigenen Primern, die dann der Probe zugefügt wurden. Die Sequenzierung 
erfolgte nach der „Cycle-Sequencing“-Methode und konnte ca. 900 Basenpaare identifizieren. 
Bei dieser Methode wird eine PCR mit dem entsprechenden Primer durchgeführt, der neben 
normalen dNTPs auch Dideoxy-Nukleotide zugefügt sind, die mit vier verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Die DNA-Verlängerung erfolgt solange, bis zufällig ein 
Dideoxy-Nukleotid eingebaut wird und die Amplifikation abbricht. Dadurch entstehen 
Fragmente unterschiedlicher Länge, die am Ende jeweils fluoreszenzmarkiert sind. In einem 
96-Kapillarsequenzierer werden die Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt. Die 
Fluoreszenzfarbstoffe werden in einem Detektionsfenster durch einen Laser angeregt, die 
Fluoreszenzsignale detektiert und mit Hilfe einer Analysesoftware in die Sequenz übersetzt.
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2.2.2 Methoden der Zellkultur 
2.2.2.1 Zellkultur 
Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden in HEK293T-Zellen („human 
embryonic kidney cells“) in einem Zellkulturlabor mit sterilen Materialen unter aseptischen 
Bedingungen durchgeführt. Die HEK293T-Zellen wurden in 10 cm Zellkulturschalen bei 
37 °C und 5% CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. Als Nährmedium wurde 
Dulbecco´s MEM (4,5 g/l D-Glucose), angereichert mit 10% fetalem Kälberserum, 2 mM 
L-Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin verwendet. Bei einer 
Konfluenz von 70% -80% wurden die Zellen in eine neue Zellkulturschale überführt. Dazu 
wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit Hilfe von 1,5 ml Trypsin-EDTA-
Lösung abgelöst. Durch Zugabe von 10 ml Zellkulturmedium wurde die Trypsinierung 
abgestoppt und die Zellen durch mehrfaches hoch und runter pipettieren des Mediums 
suspendiert. Anschließend wurden die Zellen bei 1000 rpm für 3 Minuten abzentrifugiert und 
in frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Der benötigte Anteil der Zellsuspension wurde 
in eine neue Zellkulturschale überführt und mit Zellkulturmedium auf 10 ml aufgefüllt. Das 
Splitten der HEK293T-Zellen erfolgte im Abstand von einem bis drei Tagen. 
2.2.2.2 Transiente Transfektion 
Die transiente Transfektion bezeichnet das Einbringen von DNA in eukaryotische Zellen, 
wobei die DNA nicht in das Genom der Zellen integriert wird und deshalb nach etwa 
48 Stunden wieder aus den Zellen entfernt wird. Acht Stunden nach dem Ausplattieren der 
HEK293T-Zellen in 6 cm Zellkulturschalen erfolgte die transiente Transfektion der Zellen 
mit dem Qiagen Effectene Transfection Reagent. Bei dieser Methode wird die zu 
transfizierende DNA zunächst mit Hilfe des Enhancers kondensiert. Anschließend wird eine 
nicht-liposomale Lipidformulierung hinzugegeben, die die DNA mit kationischen Lipiden 
umschließt und so die Aufnahme der DNA in die Zellen ermöglicht. Bei den in dieser Arbeit 
beschriebenen Transfektionen wurden 150 µl Puffer, 20 µl Enhancer und 20 µl Effectene 
eingesetzt. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium in den Transfektionsschalen 
(Konfluenz 40-50%) gewechselt, dann das Transfektionsgemisch tropfenweise zugeben und 
durch vorsichtiges Bewegen der Schale verteilt. Nach 16 Stunden wurde erneut ein 
Medienwechsel durchgeführt, um die Transfektion zu stoppen. 
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Der in dieser Arbeit üblicherweise verwendete Transfektions-Ansatz bestand aus: 
0,5 µg M3-AChR; 1,6 µg Gαq; 0,5 µg Gβ1; 0,2 µg Gγ2; 0,5 µg GRK2/GRK2-
Mutanten/pcDNA3 
Wo dies im Ergebnisteil beschrieben ist, wurde die Transfektion folgendermaßen variiert: 
1 µg M3-AChR; 1,6 µg Gαq; 0,5 µg Gβ1; 0,2 µg Gγ2; 0,1 µg GRK2/GRK2-Mutanten/pcDNA3 
2.2.2.3 Ausplattieren auf Deckgläschen 
Für die Durchführung der FRET-Experimente wurden die transfizierten HEK293T-Zellen auf 
Glasdeckgläschen (Stärke 0,13 - 0,16 mm, Durchmesser 25 mm) ausplattiert. Damit die 
Zellen sich an den Deckgläschen anheften könnten, wurden diese zunächst mit Polylysin 
beschichtet. Dazu wurde jeweils ein Tropfen Poly-L-lysinhydrobromid-Lösung auf die 
Deckgläschen aufgebracht. Nach einer halben Stunde Inkubationszeit wurde die Lösung 
wieder abgesaugt und die Deckgläschen mit PBS gewaschen. Das Aussäen der Zellen auf die 
Deckgläschen erfolgte in 6-Well Zellkulturplatten auf die gleiche Weise wie es unter 2.2.2.1 
beschrieben wurde. Das Splittverhältnis wurde so gewählt, dass die Deckgläschen während 
der FRET-Experimente eine Konfluenz von etwa 20% aufwiesen, damit eine Messung von 
Einzelzellen möglich war.  
Material und Methoden 
47 
 
2.2.3 Proteinbiochemische Methoden 
2.2.3.1 Western-Blot 
Um in transfizierten Zellen exprimierte Proteine nachzuweisen und zu quantifizieren, wurden 
Western-Blots mit entsprechenden Antikörpern durchgeführt. Dazu wurden HEK293T-Zellen 
auf die gleiche Weise wie zur Durchführung von FRET-Messungen transfiziert (Abschnitt 
2.2.2.2). Als Negativkontrollen wurden zusätzlich untransfizierte Zellen und Zellen, bei denen 
das nachzuweisende Protein durch leeren Vektor ersetzt wurde, verwendet. Als 
Positivkontrolle wurde eine große Menge des für das nachzuweisenden Protein codierenden 
Plasmids transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurde das Zellkulturmedium 
abgesaugt, die Zellkulturschalen auf Eis gestellt und die Zellen mit 0,5 ml kaltem Lysepuffer 
geerntet (Tabelle 9). Die Zellsuspension wurde anschließend für 30 s mit Hilfe eines 
Ultraturrax oder alternativ durch Sonifizierung für 2 s homogenisiert und abzentrifugiert. 
400 µl des Überstandes wurden als Probe verwendet. Um sicherzustellen, dass von jeder 
Bedingung die gleiche Proteinmenge eingesetzt wurde, wurde die Proteinkonzentration durch 
einen Bradford- oder BCA-Test nach Herstellerangaben bestimmt und die Proben durch 
Zusatz von Lysepuffer auf die gleiche Proteinmenge eingestellt. 20 µl der Proben wurden mit 
5 µl Ladepuffer versetzt und für 5 min auf 95 °C erhitzt. Ein 1 mm starkes SDS-
Polyacrylamid-Gel (10%ig) wurde mit den Proben sowie mit 10 µl Page Ruler als Marker 
beladen und für 30 min bei 60 V, anschließend bei 120 V laufen gelassen, bis die 
Farbstoffbande das Ende des Gels erreichte. Anschließend wurde das Gel auf eine PVDF-
Membran geblottet. Dazu wurde zunächst Filterpapier mit Transferpuffer getränkt. Die 
PVDF-Membran wurde für 10 min in Methanol aktiviert und dann in Transferpuffer 
überführt. Zur Durchführung eines Semidry-Blots wurden zwei Filterpapiere, die PVDF-
Membran, das Gel und zwei weitere Filterpapiere ohne Luftblasen einzuschließen in einer 
Semidry-Kammer geschichtet und bei 15V für eine Stunde geblottet. Zur Durchführung eines 
Wet-Blots wurde das „Sandwich“ aus Filterpapieren, Gel und PVDF-Membran in einer mit 
Transferpuffer gefüllten Kammer gepackt und bei 110mA für 4h geblottet. Nach Ende des 
Blots wurde die Membran bei Raumtemperatur für eine Stunde mit Blockmilch blockiert. 
Anschließend wurde die benötigte Verdünnung des Erstantikörpers in Blockmilch hergestellt 
und die Membran über Nacht bei 4 °C mit dem Antikörper inkubiert. Am nächsten Tag wurde 
die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert, dreimal für 5 min mit 
Material und Methoden 
48 
 
TBST gewaschen, anschließend für eine Stunde mit dem Zweitantikörper inkubiert und erneut 
dreimal für 15 min mit TBST gewaschen. Danach wurde die Membran für 5 min in 
Chemilumineszenz-Lösung inkubiert und entwickelt. Als Ladekontrolle wurde Aktin 
verwendet. Dazu wurde der Blot „gestrippt“, um die gebundenen Antikörper zu entfernen. 
Die Membran wurde für 5 min mit TBST gewaschen, 15 min mit Strippingpuffer inkubiert, 
5 min mit PBS und 5 min mit TBST gewaschen und eine Stunde mit Blockmilch blockiert. 
Anschließend wurde die Membran über Nacht mit einem Primärantikörper gegen Aktin 
inkubiert und die weiteren Schritte wie oben beschrieben durchgeführt. 
Tabelle 9: Lösungen für die Durchführung von Western-Blots 
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2.2.4 Fluoreszenzmikroskopische Methoden 
Während fluoreszenzmikroskopischer Experimente mit lebenden HEK293T-Zellen wurden 
diese in physiologischer Salzlösung gehalten, die nachfolgend als Tyrode bezeichnet wird. 













40-48 Stunden nach der transienten Transfektion der HEK293T-Zellen wurden FRET-
Experimente an lebenden Einzelzellen durchgeführt. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
wurde durch eine Versuchsanzahl von n≥10 aus mindestens drei unabhängigen 
Transfektionen bestätigt. Eine allgemeine Beschreibung des Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfers befindet sich in der Einleitung. 
2.2.4.1.1 Fluoreszenzmikroskop 
Zur Durchführung der Experimente wurde ein invertiertes Fluoreszenzmikroskop (Nikon, 
eclipse Ti) mit 100x Ölimmersionsobjektiv (Nikon, Plan Apo VC 100X/1.40 Oil ∞/0.17 Dic 
N2) verwendet. Die Anregung der Fluoreszenzproteine erfolgte mit einer 300 W Xenon-
Gasentladungslampe (Sutter Instruments, Lambda DG-4) oder alternativ mit LEDs der 
Wellenlänge 425 nm und 500 nm (CoolLED, pE-2), die bei einer Lichtintensität von 2% 
verwendet wurden. Als Anregungsfilter wurden ET430/24x für die CFP-Anregung und 
ET500/20x für die YFP-Anregung verwendet (Chroma). Zwei verschiedene Filterwürfel 
wurden genutzt. Während der FRET-Experimente wurde ein Langpass-Strahlenteiler 
(Chroma T455LP) eingesetzt, der für Fluoreszenzlicht von CFP und YFP durchlässig ist. Zur 
direkten Anregung von YFP und bei der Auswahl von Zellen wurde ein Dualband-
Strahlenteiler in Kombination mit einem CFP/YFP-Emissionsfilter eingesetzt (Chroma, 
59017bs und 59017m). Der Strahlengang durch beide Filterwürfel ist in Abbildung 9 
veranschaulicht. 



































425 - 436 nm
494 - 505 nm
450 - 480 nm




Material und Methoden 
52 
 
Die CFP- und YFP-Fluoreszenz wurde anschließend im Optosplit II durch den dichroischen 
Spiegel z488/800-1064rpc (Chroma) aufgeteilt und durch ET480/40 (CFP) und HC534/20 
(YFP) (Chroma) gefiltert. Die simultane Detektion der CFP- und YFP-Fluoreszenz erfolgte 
mit einer EMCCD-Kamera (Roper Scientific, Evolve 512). Dabei wurde der Kamerachip je 
zur Hälfte mit dem Bild des CFP- oder YFP-Kanals belichtet. Kamera und Lichtquelle 
wurden durch eine Trigger-Box (Nikon) synchronisiert. Alle Komponenten und die 
Aufnahme der Zeitserien wurden durch die Software NIS-Elements AR (Laboratory Imaging) 
gesteuert. 
2.2.4.1.2 Durchführung der FRET-Experimente 
Die auf Deckgläschen ausgeplattierten HEK293T-Zellen wurden nach Spülen mit Tyrode in 
eine Attofluor-Messkammer (Invitrogen) eingespannt und auf dem Objekttisch befestigt. Über 
ein schnell schaltendes Perfusionssystem mit acht Kanälen (Ala Scientific Instruments, 
Ala-VC3-8SP) wurden die Zellen kontinuierlich mit Tyrode oder agonisthaltiger Tyrode 
überspült. In einem bestimmten Messintervall wurden die Zellen mit Licht einer Wellenlänge 
von 430 ± 12 nm bestrahlt, um CFP anzuregen, während gleichzeitig die Fluoreszenz von 
CFP und YFP in einem Messfeld um die Zelle und einem Messfeld im Hintergrund 
aufgezeichnet wurde. Das jeweils verwendete Messintervall ist im Ergebnisteil in der 
Bildunterschrift der Abbildungen beschrieben. Zur Korrektur der Falschanregung wurde YFP 
anschließend bei 500 ± 10 nm direkt angeregt und die YFP-Fluoreszenz aufgezeichnet. 
2.2.4.1.3 Auswertung der Messdaten 
Vor der Auswertung der Messdaten erfolgte eine Hintergrundkorrektur der aufgezeichneten 
Fluoreszenzintensitäten von CFP und YFP durch Subtraktion der Hintergrundfluoreszenz zum 
entsprechenden Zeitpunkt. Die YFP-Fluoreszenz wurde zudem gegen Durchbluten und 
Falschanregung korrigiert (Abschnitt 2.2.4.1.4). Anschließend wurde das FRET-Ratio als ிೊಷುி಴ಷು 
berechnet. Wo dies in der Bildunterschrift der entsprechenden Abbildung beschrieben ist, 
wurden die Messdaten zudem durch Subtraktion einer linearen Ausgleichsgerade gegen 
kontinuierliches Bleichen korrigiert. 
2.2.4.1.4 Korrektur von Durchbluten und Falschanregung 
In Abbildung 10 sind die Absorptions- und Emissionsspektren von CFP und YFP dargestellt. 
Die gelbe Fläche markiert den Anteil der CFP-Fluoreszenz, der so langwellig ist, dass er im 
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YFP-Kanal detektiert wird. Dieser Effekt wird als Durchbluten bezeichnet und erhöht 
fälschlicherweise die gemessene Intensität in diesem Kanal. Das Ausmaß des Durchblutens ist 
abhängig von den verwendeten Filtern und wurde als prozentualer Anteil der CFP-Intensität 
von den gemessenen Werten des YFP-Kanals subtrahiert. Unter der Falschanregung versteht 
man, dass bei der zur Anregung von CFP verwendeten Wellenlänge (425 nm) auch ein 
gewisser Anteil YFP direkt angeregt wird (markiert durch die blaue Fläche in Abbildung 10). 
Das falsch angeregte YFP trägt zur YFP-Fluoreszenz bei und erhöht dadurch die gemessene 
YFP-Intensität. Das Ausmaß der Falschanregung ist vom YFP-Gehalt der Zelle abhängig. Zur 
Korrektur wurde dieser zunächst durch direkte Anregung von YFP bei 500 nm abgeschätzt 
und anschließend ein prozentualer Anteil der so ermittelten Intensität von der im Experiment 
registrierten und bereits gegen Durchbluten korrigierten YFP-Intensität subtrahiert. 
 
Abbildung 10: Absorptions- und Emissionsspektrum von CFP und YFP  
Die gelbe Fläche markiert das Durchbluten der CFP-Fluoreszenz in den YFP-Kanal. Die blaue Fläche markiert 
die Falschanregung von YFP durch das CFP-Anregungslicht. Die Daten zu den CFP- und YFP-Spektren 
stammen vom „Fluorescence SpectraViewer“ (life technologies). 
Welcher Prozentsatz für Durchbluten und Falschanregung jeweils angesetzt werden muss, ist 
von der Lichtquelle und den verwendeten Filtern abhängig und wurde deshalb regelmäßig als 
Korrekturfaktor bestimmt (Berney und Danuser, 2003). 
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Zur Bestimmung des Korrekturfaktors für das Durchbluten wurden Zellen verwendet, die 
ausschließlich mit einem CFP-markierten Plasmid transfiziert worden waren. Die Zellen 
wurden bei 425 nm (455LP-Filter) angeregt und die Fluoreszenz im CFP- und YFP-Kanal 
gemessen. Beide Intensitäten wurden hintergrundkorrigiert und der Korrekturfaktor als 
ிೊಷುష಼ೌ೙ೌ೗
ி಴ಷುష಼ೌ೙ೌ೗ bestimmt. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit lag das Durchbluten bei etwa 40% 
(Korrekturfaktor ≈ 0,4). Zur Bestimmung des Korrekturfaktors für die Falschanregung 
wurden mit einem YFP-markierten Plasmid transfizierte Zellen verwendet. Die Zellen wurden 
bei 425 nm (455LP-Filter) und bei 500 nm (CFP/YFP-Filter) angeregt. In beiden Fällen 
wurde die Intensität im YFP-Kanal gemessen. Die Werte wurden hintergrundkorrigiert und 
der Korrekturfaktor als ிೊಷುష಼ೌ೙ೌ೗ (రమఱ ೙೘)ிೊಷುష಼ೌ೙ೌ೗ (ఱబబ ೙೘) bestimmt. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit lag die 
Falschanregung bei etwa 5% (Korrekturfaktor ≈ 0,05). 
2.2.4.1.5 Auswertung der absoluten FRET-Änderung 
Um das FRET-Signal zwischen verschiedenen Bedingungen zu vergleichen, wurde für jede 
einzelne Messung die absolute FRET-Änderung als Differenz zwischen dem mittleren FRET-
Ratio der letzten zehn Zeitpunkte vor Stimulation mit dem Agonist und vor Auswaschen des 
Agonisten bestimmt (Abbildung 11). Die so erhaltenen Daten jeder Bedingung wurden für die 
statistische Auswertung mittels ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test herangezogen. Zur 
graphischen Darstellung der Daten wurden für jede Bedingung Mittelwertskurven aus n 
Einzelexperimenten erzeugt und mit Standardfehlern für den jeweiligen Zeitpunkt dargestellt. 
 
Abbildung 11: Auswertung der absoluten FRET-Änderung 

















Material und Methoden 
55 
 
2.2.4.1.6 Kinetische Auswertung der FRET-Änderung 
Um die Kinetik der FRET-Änderung einzelner Bedingungen graphisch besser vergleichen zu 
können, wurde die absolute FRET-Änderung für jede einzelne Messung zwischen 0 und 1 
normalisiert. Die Daten jeder Bedingung wurden gemittelt und als Mittelwertskurven aus n 
Einzelexperimenten mit Standardfehlern für den jeweiligen Zeitpunkt dargestellt. Die so 
erstellten Mittelwertskurven wurden zur Bestimmung einer biexponentiellen Kinetik über 
einen biexponentiellen Fit herangezogen. Im Fall einer monoexponentiellen Kinetik wurden 
die nicht normalisierten Einzelkurven über einen exponentiellen Fit ausgewertet (Abbildung 
12). Die erhaltenen k-Werte wurden für die statistische Auswertung mittels ANOVA mit 
Bonferroni Posthoc-Test herangezogen. 
 
Abbildung 12: Kinetische Auswertung der FRET-Änderung 
 
2.2.4.1.7 Auswertung von Konzentrations-Wirkungs-Kurven 
Zur Aufnahme von Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden Zellen mit steigenden Agonist-
Konzentrationen stimuliert. Zwischen den Stimulationen wurde der Agonist solange 
ausgewaschen, bis das FRET-Ratio die Basislinie wieder erreicht hatte (Abbildung 13). Zur 
Auswertung wurde die absolute FRET-Änderung der einzelnen Konzentrationen auf die 
FRET-Änderung der sättigenden Agonist-Konzentration normalisiert. Die Konzentrations-
Wirkungs-Kurve jeder einzelnen Messung wurde gefittet und der log (EC50) bestimmt. Mit 
diesen Daten erfolgte die statistische Auswertung mittels ANOVA mit Bonferroni Posthoc-
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die einzelnen Agonist-Konzentrationen berechnet und mit den jeweiligen Standardfehlern 
dargestellt. Durch diese gemittelten Werte wurde anschließend eine Konzentrations-
Wirkungs-Kurve gefittet. 
 
Abbildung 13: Beispielhafte FRET-Messung zur Aufnahme einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve 
 
2.2.4.1.8 Berechnung des relativen Expressionslevels von CFP und YFP 
Das relative Expressionslevel von CFP und YFP kann die Größe des FRET-Signals 
beeinflussen. Insbesondere wenn die Amplitude des FRET-Signals zwischen verschiedenen 
Bedingungen verglichen werden soll, ist es deshalb notwendig das relative Expressionslevel 
in den einzelnen Bedingungen zu bestimmen. 
Um die Stöchiometrie der Expression von CFP und YFP für den jeweilige Versuch zu 
kalibrieren, wurde ein Referenzkonstrukt verwendet, das analog zum Konstrukt YFP-β2-AR-
CFP (Dorsch et al., 2009) aufgebaut ist und beide Fluorophore in 1:1 Stöchiometrie trägt. Die 
enthaltenen Fluorophore müssen den Fluorophoren entsprechen, die im jeweiligen FRET-
Versuch verwendet wurden. Für die in dieser Arbeit durchgeführten FRET-Versuche wurden 
dementsprechend die Konstrukte SI-eYFP-β2-AR-mTurq, SI-eYFP-β2-AR-Cer und SI-eYFP-
β2-AR-CFP kloniert. Die Fluorophore des Referenzkonstrukts wurden nacheinander direkt 
angeregt und die Fluoreszenz-Intensitäten aufgezeichnet. Nach Hintergrundkorrektur der 
Werte wurde der Quotient ி಴ಷುிೊಷು als Kalibrierfaktor berechnet. 
Kalibrierfaktoren (Nikon, eclipse Ti): 
 
SI-eYFP-β2-AR-mTurq 

















0,01 nM 0,3 nM 1 nM 3 nM 0,03 μM 1 μM 10 μM ACh
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Für jede einzelne FRET-Messung wurde der Quotient ி಴ಷುிೊಷು auf die gleiche Weise berechnet. 
Das Ergebnis wurde anschließend durch den Kalibrierfaktor dividiert, um das relative 
Expressionslevel zu bestimmen. Für eine Vergleichbarkeit des FRET-Signals verschiedener 
Bedingungen sollte sich das relative Expressionslevel nicht unterscheiden. Vorteilhaft ist ein 
Überschuss an FRET-Akzeptor YFP, weil unter dieser Bedingung keine Beeinflussung des 
FRET-Signals zu erwarten ist. Für jedes angeregte Donor-Molekül steht prinzipiell ein FRET-
Partner zur Verfügung, so dass das gemessene FRET-Signal proportional zur FRET-Effizienz 
ist. Bei einem Überschuss an FRET-Donor steigt der Anteil an angeregten Donor-Molekülen, 
die keinen FRET-Partner besitzen. Eine Proportionalität zwischen FRET-Effizient und 
gemessenem FRET-Signal ist nicht mehr gegeben, wodurch die Amplitude des FRET-Signals 
abnimmt. 
2.2.4.2 Translokations-Experimente 
Zur Untersuchung der Translokation von GRK2 an die Membran wurden in dieser Arbeit Ex-
perimente an zwei Konfokalmikroskopen durchgeführt, die im Folgenden beschrieben sind. 
2.2.4.2.1 Konfokalmikroskop (VisiTech) 
Es wurde ein invertiertes Fluoreszenzmikroskop (Olympus, IX 71) mit 100x 
Ölimmersionsobjektiv (Olympus, UPlanSApo 100x/ 1.40 Oil) verwendet, das mit einer 
konfokalen FRAP-Einheit (VisiTech international, VT-HAWK) ausgestattet ist. Als 
Strahlteiler wurde 405/ 491/ 642 DC (VisiTech international ) verwendet. Zur Anregung von 
CFP und YFP wurde ein Laser-System (VisiTech international) mit Lasern der Wellenlänge 
405 nm und 491 nm eingesetzt. In einem Optosplit II wurde die Fluoreszenz von CFP und 
YFP wurde über den Strahlenteiler T495lpxr (Chroma) aufgespalten und durch die Filter 
ET470/40x und ET535/30m (Chroma) gefiltert. Das Fluoreszenzlicht wurde anschließend von 
einer CCD-Kamera (Hamamatsu, EM-CCD Digital Camera) detektiert. Zur Steuerung wurde 
die Software VoxCell Scan (VisiTech international) verwendet. 
2.2.4.2.2 Konfokalmikroskop (Leica SP5) 
Außerdem wurde zur Aufnahmen konfokalmikroskopischer Bilder ein invertiertes 
Fluoreszenzmikrokop (Leica TCS SP5) mit 63x Ölimmersionsobjektiv (Lambda Blue 
63x/1.4NA, oil) verwendet. Zur Anregung von CFP wurde ein Laser mit einer Wellenlänge 
von 405 nm, der Filter RT30/70 und PMT1 Leica/ECFP 415-485 nm eingesetzt. 
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2.2.4.2.3 Durchführung der Translokations-Experimente 
Die Durchführung der Translokations-Experimente erfolgte vergleichbar zu den FRET-
Experimenten. Die transfizierten HEK293T-Zellen wurden in einer Attofluor-Messkammer 
(Invitrogen) mit Tyrode auf dem Mikroskop eingespannt und über ein Perfusionssystem (Ala 
Scientific Instruments, Ala-VC3-8SP) kontinuierlich mit Tyrode oder agonisthaltiger-Tyrode 
überspült. Mit einer Frequenz von 2 Hz wurde GRK2-mTurq bei 405 nm angeregt und die 
Fluoreszenz von mTurq aufgezeichnet. Zur Bestimmung der relativen Expressionslevel wurde 
der YFP-markierte M3-AChR anschließend bei 491 nm direkt angeregt und die YFP-
Fluoreszenz aufgezeichnet. 
2.2.4.2.4 Auswertung der Translokations-Experimente 
Zur Auswertung der Translokations-Experimente wurde ein rechteckiger ROI im Zytoplasma 
der Zelle definiert und ein polygonaler ROI um die Membran der Zelle gelegt. Die mTurq-
Intensität beider ROIs wurde anschließend für jeden Zeitpunkt ausgelesen und der Quotient 
୊౉౛ౣౘ౨౗౤
୊ౖ౯౪౥౦ౢ౗౩ౣ౗ berechnet. Die Berechnung des relativen Expressionslevels von CFP und YFP 
erfolgte wie in Abschnitt 2.2.4.1.8 beschrieben. Folgender Kalibrierfaktor wurde für das 
Konstrukt SI-eYFP-β2-AR-mTurq ermittelt. 
Kalibrierfaktor (Olympus, IX 71): SI-eYFP-β2-AR-mTurq 1,8123 
 
2.2.5 Statistik und Software 
Die Auswertung der Messdaten wurde mit Excel 2010 (Microsoft) und Origin Pro 9.1 
(OriginLabs) durchgeführt. Zur statistischen Auswertung wurden das arithmetische Mittel und 
der Standardfehler berechnet. ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test wurde zur Überprüfung 
auf signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Bedingungen verwendet. Zur 
Auswertung mikroskopischer Aufnahmen wurden ImageJ 1.46r (National Institutes of Health, 
USA) eingesetzt. Für die Arbeit mit Plasmid-Sequenzen wurde ApE – A plasmid Editor 
2.0.41 genutzt. Abbildungen von Kristallstrukturen wurden mit Hilfe von DeepView 4.1 
(Guex und Peitsch, 1997, http://www.expasy.org/spdbv/) und Blender 2.62 (Blender 
Foundation, www.blender.org) erzeugt. CorelDraw X4 (Corel Corporation) wurde eingesetzt 





3.1 Einfluss von Gαq auf die Rekrutierung der G-Protein-gekoppelten-
Rezeptorkinase 2 (GRK2) zum M3-ACh-Rezeptor 
Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit den Effekten der Interaktion zwischen Gαq und 
GRK2 auf die Rekrutierung dieser Kinase zum M3-ACh-Rezeptor und ihre Funktionalität. 
Durch Translokations-Experimente wurde der Einfluss von Gβγ und Gαq auf die 
agonistabhängige Membrantranslokation der GRK2 untersucht. Die Interaktionen der GRK2 
mit dem M3-ACh-Rezeptor sowie mit Gβγ und Gαq wurden mittels Fluoreszenz- 
Resonanzenergietranfer analysiert. Darüber hinaus wurden die Sensitivität dieser 
Interaktionen und der Einfluss der Gαq-Bindung auf die Funktionalität der GRK2 über die 
Arrestinrekrutierung zum M3-ACh-Rezeptor untersucht. 
3.1.1 Einfluss der Gq-Proteine auf die Translokation der GRK2 
Um den Einfluss der Gq-Proteine auf die Translokation der GRK2 zu untersuchen, wurden 
HEK293T-Zellen mit unmarkiertem M3-ACh-Rezeptor und G-Protein-gekoppelter 
Rezeptorkinase 2 (GRK2) transfiziert, die C-terminal mit mTurquoise markierte war (GRK2-
mTurq). Die Funktionalität der markierten GRK2 war bereits bekannt (Brockmann, 2005). In 
einer Bedingung wurden zusätzlich die drei Untereinheiten des G-Proteins überexprimiert. 
Die Lokalisation der GRK2 in der Zelle wurde am Konfokalmikroskop im unstimulierten 
Zustand und nach Stimulation der M3-ACh-Rezeptoren mit 10 µM Acetylcholin untersucht. 
Wie Abbildung 14 zeigt, war die GRK2 im unstimulierten Zustand überwiegend im 
Zytoplasma lokalisiert. Nach Stimulation mit 10 µM ACh translozierte in der Bedingung mit 
überexprimierten G-Proteinen der Großteil der GRK2 an die Membran und nur ein kleiner 
Anteil verblieb im Zytoplasma. Fehlten die G-Proteine, blieb die GRK2 auch nach 
Stimulation des Rezeptors im Zytoplasma. Dieses Ergebnis bestätigte, dass aktivierte 
G-Proteine für die Translokation der GRK2 an die Membran erforderlich sind, was bereits 
beschrieben wurde (Pitcher et al., 1992). Es ist zu berücksichtigen, dass in der Bedingung 
ohne überexprimierte G-Proteine endogene Gq-Proteine vorhanden sind, die eine 
Translokation der GRK2 ermöglichen sollten. Dass dennoch keine Anreicherung der GRK2 




vorliegenden stöchiometrischen Verhältnis nicht ausreichend waren, um eine deutliche 
Translokation der GRK2 zu bewirken. 
 
Abbildung 14: Membrantranslokation der GRK2 mit und ohne überexprimierte G-Proteine 
HEK293T-Zellen wurden mit GRK2-mTurq, M3-AChR und, wo angegeben, mit Gq-Protein transfiziert. Vor und 
nach Stimulation mit 10 µM Acetylcholin wurden konfokale Aufnahmen nach Anregung von mTurq bei 405 nm 
gemacht (Leica SP5). Bei Überexpression des Gq-Proteins war eine deutliche Translokation der GRK2 zu 
erkennen. 
3.1.1.1 G-Protein-bindereduzierte GRK2-Mutanten 
Um den Einfluss der Gq-Protein-Untereinheiten auf die Translokation der GRK2 genauer zu 
untersuchen, wurden GRK2-Mutanten eingesetzt, deren Bindeaffinität zu Gαq 
beziehungsweise Gβγ reduziert war. Zur Erzeugung dieser GRK2-Mutanten wurden bereits 
publizierte Punktmutationen in der Aminosäuresequenz der GRK2 eingeführt (Abbildung 15). 
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Das Konstrukt GRK2 (R587Q) (Carman et al., 2000) weist eine erniedrigte Interaktion mit 
Gβγ auf und wurde von Dr. Cornelius Krasel kloniert. Das Konstrukt GRK2 (D110A) 
(Sterne-Marr et al., 2003) ist in der Bindung von Gαq beeinträchtigt. Zudem wurde die 
Doppelmutante GRK2 (D110A + R587Q) kloniert, deren Interaktion mit Gαq und Gβγ 
reduziert war. Die Effektivität der beschriebenen Punktmutationen wurde in Abschnitt 3.1.4 
durch FRET-Experimente zwischen den GRK2-Mutanten und den betroffenen G-Protein-
Untereinheiten nachgewiesen. Des Weiteren wurde die dominant-negative GRK2-Mutante 
GRK2 (K220R) (Kong et al., 1994) erzeugt. Diese Mutante weist eine reduzierte 
Kinaseaktivität auf und wurde in dieser Arbeit verwendet, um den Einfluss der Rezeptor-
Phosphorylierung in den einzelnen Experimenten zu kontrollieren. Für die Durchführung der 
Experimente ist eine vergleichbare Expression der unterschiedlichen GRK2-Mutanten sehr 
wichtig. In dieser Arbeit wurden in erster Linie FRET-Experimente mit fluoreszenzmarkierter 
GRK2 in einzelnen Zellen durchgeführt. Aus diesem Grund konnte in jeder untersuchten 
Zelle das relative Expressionsverhältnis der FRET-Partner direkt bestimmt und zwischen den 
verschiedenen Bedingungen verglichen werden. Sofern die GRK2 nicht in 
fluoreszenzmarkierter Form vorlag, wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt, um eine 
vergleichbare Expression der unterschiedlichen GRK2-Mutanten sicherzustellen. 
Zunächst wurde die agonistabhängige Translokation der GRK2-Mutanten an die Membran 
untersucht (Abbildung 16). Wie in Abbildung 14 wurden HEK293T-Zellen dazu mit 
M3-ACh-Rezeptor, Gq-Protein und der jeweiligen mTurquoise-markierten GRK2-Mutante 
transfiziert. GRK2 (K220R) und Gαq-bindereduzierte GRK2 (D110A) zeigten eine deutliche 
Membrantranslokation nach Stimulation mit 10 µM ACh. Wie bereits beschrieben, ist die 
Gβγ-Bindung entscheidend an der Membranrekrutierung der GRK2 beteiligt (Pitcher et al., 
1992). Da die Gβγ-Interaktion dieser beiden Mutanten nicht beeinträchtigt ist, war eine mit 
der Wildtyp-GRK2 vergleichbare Membrantranslokation zu erwarten (vgl. Abbildung 14). 
Doch auch die Gβγ-bindereduzierte GRK2 (R587Q) transloziert agonistabhängig an die 
Membran, im Gegensatz zur GRK2-Doppelmutante, die keine sichtbare Translokation zeigt. 
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass nicht nur die Bindung von Gβγ an der Rekrutierung 
der GRK2 an die Membran beteiligt ist, sondern dass auch Gαq alleine eine Translokation der 





Abbildung 16: Membrantranslokation der unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen wurden mit den mTurq-markierten GRK2-Mutanten, M3-AChR und Gq-Protein transfiziert. 
Vor und nach Stimulation mit 10 µM Acetylcholin wurden konfokale Aufnahmen nach Anregung von mTurq 
bei 405 nm aufgenommen (Leica SP5). Im Gegensatz zur Doppelmutante ist sowohl bei der 
Gαq-bindereduzierten (D110A) als auch bei der Gβγ-bindereduzierten (R587Q) GRK2-Mutante eine 
Translokation an die Membran erkennbar. 
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3.1.2 Agonistabhängige Rekrutierung der GRK2 zum M3-ACh-Rezeptor 
Im nächsten Schritt wurde die agonistabhängige Rekrutierung der GRK2 zum M3-ACh-
Rezeptor mit Hilfe von FRET-Experimenten untersucht. Die Experimente erfolgten in 
einzelnen lebenden HEK293T-Zellen mit hoher zeitlicher Auflösung. Eine detaillierte 
Beschreibung zur Durchführung der FRET-Experimente findet sich im Methodenteil 
(Abschnitt 1.4.2.1). Die Transfektion der HEK293T-Zellen erfolgte nach dem gleichen 
Protokoll wie bei den zuvor beschriebenen Konfokalaufnahmen, mit Ausnahme des 
Rezeptors, der in YFP-markierter Form transfiziert wurde. 
 
Abbildung 17: Repräsentative FRET-Messung zwischen M3-AChR-YFP und GRK2-mTurq 
HEK293T-Zellen wurden mit M3-AChR-YFP, GRK2-mTurq und unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2 transfiziert. 
Während der FRET-Messung an lebenden Einzelzellen wurde mTurq mit einer Frequenz von 2 Hz bei 425 nm 
angeregt und die Fluoreszenz von mTurq und YFP simultan aufgezeichnet. Eine Stimulation des M3-ACh-
Rezeptors mit 10 µM Acetylcholin (dargestellt durch den schwarzen Balken) führte zu einer reversiblen 
Zunahme der YFP-Fluoreszenz (gelbe Kurve) und korrespondierend zu einer Abnahme der mTurq-Fluoreszenz 
(blaue Kurve), wodurch die Interaktion der GRK2 mit dem M3-AChR widergespiegelt wird. Außerdem wurde 
das FRET-Ratio als ிೊಷುி಴ಷು berechnet (rote Kurve). 
Während des FRET-Experiments wurde mTurquoise bei einer Wellenlänge von 425 nm 
angeregt und die Fluoreszenz von mTurquoise und YFP simultan aufgezeichnet. Die Zellen 
wurden dabei kontinuierlich mit Tyrode oder einer Agonist-Lösung überspült. Die Agonist-
Zugabe wird in Abbildung 17 und den nachfolgenden Abbildungen durch eine waagerechte 
schwarze Linie gekennzeichnet. Wie Abbildung 17 zeigt, führte die Stimulation der M3-ACh-
Rezeptoren mit einer sättigenden Agonist-Konzentration von 10 µM Acetylcholin zu einer 
reversiblen Zunahme der YFP-Fluoreszenz (gelbe Kurve) und korrespondierend zu einer 
















































der GRK2 mit dem M3-ACh-Rezeptor wider. Zusätzlich wurde das FRET-Signal 
ratiometrisch als ிೊಷುி಴ಷು berechnet und im Folgenden als FRET-Ratio bezeichnet. Im weiteren 
Verlauf wird in den meisten Fällen nur die Mittelwertkurve des FRET-Signals mehrerer 
Messungen dargestellt. Für jede einbezogene Einzelmessung wurde allerdings sichergestellt, 
dass YFP- und mTurquoise-Fluoreszenz einen gegenläufigen Verlauf zeigten. 
Bei FRET-Experimenten besteht die Möglichkeit, dass ein FRET-Signal nicht durch eine 
direkte Interaktion der beiden markierten FRET-Partner ausgelöst wird, sondern dadurch, dass 
die beiden Fluorophore sich durch indirekte Ursachen annähern. Um dies auszuschließen, 
wurde die Spezifität des gemessenen FRET-Signals untersucht. Dazu wurden HEK293T-
Zellen mit dem gleichen Transfektionsansatz wie zuvor beschrieben, sowie zusätzlich mit 
unmarkierten α2A-adrenergen Rezeptoren (α2A-AR) und Gαi1-Proteinen transfiziert. 
 
Abbildung 18: Bestätigung der Spezifität des FRET-Signals zwischen M3-AChR-YFP und GRK2-mTurq 
HEK293T-Zellen wurden mit M3-AChR-YFP, GRK2-mTurq und unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2 (blaue 
Kurve) bzw. zusätzlich mit unmarkiertem α2A-adrenergem Rezeptor und Gαi1 (rote Kurve) transfiziert. (A) An 
lebenden Einzelzellen wurden FRET-Messungen bei einer Frequenz von 2 Hz durchgeführt. Die Zellen der 
ersten Bedingung wurden mit 10 µM ACh stimuliert, während die Zellen der zweiten Bedingung zur Kontrolle 
der Spezifität des FRET-Signals mit 100 µM Norepinephrin stimuliert wurden. Die Einzelmessungen wurden 
gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥5) und die absolute FRET-Änderung dargestellt. Die Rekrutierung der GRK2 zu den 
α2A-adrenergen Rezeptoren führte nur zu einem unwesentlichen FRET-Anstieg, was eine hohe Spezifität des 
FRET-Signals zwischen GRK2 und den M3-ACh-Rezeptoren bestätigte (*: p<0,05). (B) Konfokale Aufnahmen 
lebender Einzelzellen nach Anregung von mTurq bei 405 nm vor und nach Stimulation der Zellen mit 10 µM 
ACh bzw. 100 µM NE (fünf aufeinander folgenden Aufnahmen einer Zeitserie wurden gemittelt, VisiTech). Bei 





































Die Stimulation der α2A-AR-transfizierten Zellen mit 100 µM Norepinephrin bewirkte eine 
Translokation der GRK2 an die Membran zu den α2A-adrenergen Rezeptoren. Die 
Translokation der GRK2 an die Membran nach Stimulation der α2A-AR konnte durch 
konfokalmikroskopische Aufnahmen bestätigt werden (Abbildung 18B). Obwohl die GRK2 
somit in relative Nähe zu den M3-ACh-Rezeptoren kommt, ist nur ein unwesentlicher Anstieg 
im FRET erkennbar (Abbildung 18A), was eine hohe Spezifität des FRET-Signals zwischen 
GRK2 und den M3-ACh-Rezeptoren bestätigt. 
Um den Einfluss von Gαq und Gβγ auf die Interaktion zwischen GRK2 und M3-ACh-
Rezeptor zu untersuchen, wurden anschließend die unterschiedlichen GRK2-Mutanten unter 
vergleichbaren experimentellen Bedingungen untersucht (Abbildung 19). 
 
Abbildung 19: Amplitude des FRET-Signals zwischen M3-AChR-YFP und den unterschiedlichen GRK2-
Mutanten 
HEK293T-Zellen transfiziert mit M3-AChR-YFP, den mTurquoise-markierten GRK2-Mutanten und 
unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2 wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die 
Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12) und die absolute FRET-Änderung 
nach Stimulation des M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte durch 
Bestimmung der absoluten FRET-Änderung jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni 
Posthoc-Test (*: p<0,05). 
Im Vergleich zur Wildtyp-GRK2 zeigten GRK2 (R587Q) und GRK2 (D110A + R587Q) nur 
einen leichten agonistabhängigen Anstieg im FRET, wobei das FRET-Signal der 
Doppelmutante noch stärker reduziert war als das von GRK2 (R587Q). Da beide Mutanten 
eine reduzierte Bindeaffinität gegenüber Gβγ aufweisen, verdeutlicht dies wiederum die 
































Interessanterweise war auch das FRET-Signal der Gαq-bindereduzierten Mutante GRK2 
(D110A) gegenüber Wildtyp-GRK2 signifikant reduziert, was darauf hinweist, dass auch Gαq 
an der Rekrutierung von GRK2 zum M3-ACh-Rezeptor beteiligt ist. Für eine effektive 
Translokation der GRK2 zum Rezeptor scheinen also Gβγ und Gαq erforderlich zu sein. Da 
die Bindeaffinität der GRK2 (K220R) gegenüber Gαq und Gβγ nicht verändert ist, sollte sich 
diese Mutante wie Wildtyp-GRK2 verhalten. Dass das FRET-Signal dieser Mutante 
allerdings auch signifikant reduziert war, war zunächst überraschend, konnte im späteren 
Verlauf dieser Arbeit aber aufgeklärt werden (Abschnitt 3.1.2.1). 
Die „Onset“-Kinetik der FRET-Änderung jeder Bedingung wurde über einen 
monoexponentiellen Fit ausgewertet (Tabelle 10). Zwischen Wildtyp-GRK2, GRK2 (K220R) 
und GRK2 (D110A) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 20A, Tabelle 
10). Für Wildtyp-GRK2 ergab sich im Mittel eine Halbwertszeit von t½ = 1,48 s. Die „Onset“-
Kinetik der Gβγ-bindereduzierten GRK2 (R587Q) war gegenüber den anderen GRK2-
Mutanten mit t½ = 2,49 s allerdings signifikant verlangsamt. Im Unterschied zu den anderen 
GRK2-Mutanten erfolgte die Rekrutierung von GRK2 (R587Q) vorwiegend über Gαq. Dies 
lässt also vermuten, dass die Gαq-vermittelte Translokation der GRK2 zum Rezeptor mit 
langsamerer Kinetik abläuft als die GRK2-Rekrutierung über Gβγ. 
 
Abbildung 20: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen M3-AChR-YFP und den 
unterschiedlichen GRK2-Varianten 
Zum Vergleich der „Onset“- (A) und „Offset“-Kinetik (B) des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen 
des in Abbildung 19 dargestellten FRET-Experiments wurden die Einzelmessungen auf ihre individuelle FRET-
Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥16). Die statistische Auswertung der „Onset“-Kinetik 
erfolgte über einen monoexponentiellen Fit jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni 























































































Tabelle 10: Auswertung der „Onset“- und „Offset“-Kinetik der Interaktion zwischen M3-AChR-YFP und 
den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
Im Fall biexponentieller Kinetik sind erste und zweite Phase als (1) und (2) in Kombination mit dem jeweiligen 
Anteil der beiden Phasen an der Gesamtkinetik dargestellt. 
 „Onset“-Kinetik „Offset“-Kinetik 
k (1/s) [MW ± S.E.M] t½ (s) k (1/s) t½ (s) 


















GRK2 (R587Q) 0,28 ± 0,05 2,49 0,009 75,7 
 
Auch die „Offset“-Kinetik des FRET-Signals nach Auswaschen des Agonisten wurde durch 
exponentiellen Fit bestimmt (Abbildung 20B). Im Gegensatz zur „Onset“-Kinetik ließ sich 
diese am besten durch eine biexponentielle Funktion beschreiben. Initial ist ein schneller 
Abfall des FRET-Ratios erkennbar, dem sich eine zweite Phase mit flacherem Verlauf 
anschließt. Die zweite Komponente macht dabei den Hauptteil der Dissoziations-Kinetik aus. 
Die Auswertung ergab für Wildtyp-GRK2 t½(1) = 1,4 s und t½(2) = 34,1 s. Verglichen mit 
anderen Dissoziations-Kinetiken, die im Folgenden noch beschrieben werden, ist die hier 
gemessene „Offset“-Kinetik sehr langsam, was auf eine stabile Interaktion zwischen GRK2 
und M3-ACh-Rezeptor hindeutet. Mögliche Gründe für die schnelle initiale Phase wären eine 
Konformationsänderung während der Rezeptordeaktivierung oder die Dissoziation einer 
GRK2-Population, die den Rezeptor mit niedrigerer Affinität gebunden hat. Auffällig war, 
dass die Gβγ-bindereduzierte GRK2-Mutante (R587Q) verzögert vom Rezeptor dissoziierte. 
Dies weist auf eine höhere Bindeaffinität zwischen Rezeptor und GRK2 (R587Q) im 
Vergleich zu den übrigen GRK2-Mutanten hin. Eine mögliche Erklärung für dieses Ergebnis 
wäre, dass die GRK2 in Abhängigkeit der Bindung von Gαq und Gβγ in unterschiedlicher 




3.1.2.1 Einflussfaktoren auf die Größe des FRET-Signals 
Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Amplitude eines im FRET-Experiment gemessenen 
Signals. Wenn, wie in dieser Arbeit, die Größe des FRET-Signals als Maß für die Interaktion 
zwischen zwei FRET-Partner herangezogen werden soll, müssen verschiedene 
Voraussetzungen erfüllt sein, um die Vergleichbarkeit der Amplitude des FRET-Signal 
zwischen verschiedenen Bedingungen zu gewährleisten. 
Wichtige Einflussfaktoren sind Abstand und Orientierung der beiden Fluorophore im 
gebildeten Komplex. Wenn in der Aminosäuresequenz eines der beiden FRET-Partner 
größere Änderungen vorgenommen werden, kann dies die Orientierung der Fluorophore 
zueinander so stark ändern, dass keine Vergleichbarkeit der resultierenden FRET-Signale 
mehr gegeben ist. Die in dieser Arbeit verwendeten GRK2-Mutanten wurden durch einzelne 
Punktmutationen erzeugt, so dass größere Auswirkungen auf die Struktur der GRK2 als 
unwahrscheinlich einzuschätzen sind. Ein weiterer Einflussfaktor ist das relative 
Expressionslevel von mTurquoise und YFP. Dabei ist wichtig, welches Fluorophor im 
Überschuss vorliegt. Ein Überschuss an FRET-Akzeptor (YFP) ist von Vorteil, da unter 
dieser Bedingung prinzipiell für jedes angeregte Donor-Molekül (mTurq) ein FRET-Partner 
zur Verfügung steht. Bei einem Überschuss an mTurquoise steigt der Anteil an angeregten 
Donor-Molekülen, die keinen FRET-Partner besitzen. Damit steigt die Donor-Fluoreszenz 
insgesamt an, was die Amplitude des FRET-Signals reduziert. Weiterhin ist wichtig, wie sich 
die eingeführten Punktmutationen auf die Expression der jeweiligen GRK2-Mutante 
auswirken. Das tatsächlich vorliegende Expressionsverhältnis in den zur Messung 
ausgewählten Zellen ist dabei entscheidender, als die durchschnittliche Expression, die man 
z.B. mittels Western-Blot bestimmen würde. Aus diesem Grund sollte das 
Expressionsverhältnis für jede einzelne Messung bestimmt werden. Dazu wurden mTurquoise 
und YFP nacheinander direkt angeregt und die jeweilige Fluoreszenzintensität gemessen. Zur 
Kalibrierung wurde ein Referenzplasmid eingesetzt, das beide Fluorophore in 1:1-
Stöchiometrie enthielt. Die genaue Durchführung ist im Methodenteil beschrieben. 
Die Auswertung der bisher gezeigten Experimente ergab einen 3-10-fachen Überschuss an 
mTurquoise-markierter GRK2 gegenüber M3-AChR-YFP und signifikante Unterschiede im 
relativen Expressionslevel zwischen den Bedingungen (Abbildung 21). Besonders ausgeprägt 




dass das Ausmaß der Interaktion bei diesen Bedingungen wahrscheinlich deutlich unterschätzt 
wurde. Die „Onset“- und „Offset“-Kinetik der gemessenen FRET-Signale sollte allerdings 
durch die Unterschiede im relativen Expressionslevel nicht wesentlich beeinflusst sein. 
 
Abbildung 21: Relative Expressionslevel zwischen M3-AChR-YFP und den unterschiedlichen GRK2-
Varianten 
Die Auswertung des relativen Expressionslevels der unterschiedlichen Bedingungen des in Abbildung 19 
gezeigten FRET-Experiments ergab einen signifikant größeren Überschuss an GRK2 (D110A) und GRK2 
(D110A + R587Q) verglichen mit den anderen Bedingungen (ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test, *: p<0,05). 
Um das Problem zu lösen, wurde das FRET-Experiment mit umgekehrt markierten FRET-
Partnern wiederholt. Zudem wurden die transfizierten DNA-Mengen von GRK2-YFP und 
M3-AChR-mTurquoise angepasst, bis das relative Expressionslevel der verschiedenen 
Bedingungen nicht mehr signifikant unterschiedlich war und ein Überschuss an YFP vorlag. 
Bei den so etablierten Versuchen war keine Beeinflussung des FRET-Signals durch das 
relative Expressionslevel zu erwarten und die resultierenden Amplituden konnten als Maß für 


















































Abbildung 22: Repräsentative FRET-Messung zwischen M3-AChR-mTurq und GRK2-YFP 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-mTur, GRK2-YFP und unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2, wurden 
einem FRET-Experiment mit einem Intervall von 2 Hz unterzogen. Eine Stimulation des M3-ACh-Rezeptors mit 
10 µM Acetylcholin führte zu einem reversiblen Anstieg im FRET (oberer Teil), der durch eine Zunahme der 
YFP-Fluoreszenz (gelbe Kurve) und die korrespondierende Abnahme der mTurq-Fluoreszenz (blaue Kurve) 
verifiziert werden konnte (unterer Teil). 
 
 
Abbildung 23: Amplitude des FRET-Signals und relatives Expressionslevel zwischen M3-AChR-mTurq 
und den unterschiedlichen GRK2-YFP-Varianten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-mTurq, den YFP-markierten GRK2-Mutanten und unmarkiertem 
Gαq, Gβ1 und Gγ2, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. (A) Die 
Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12) und die absolute FRET-Änderung 
nach Stimulation des M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte durch 
Bestimmung der absoluten FRET-Änderung jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni 
Posthoc-Test (*: p<0,05). (B) Die Auswertung des relativen Expressionslevels ergab einen Überschuss an YFP-
markierter GRK2 und keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bedingungen (ANOVA mit Bonferroni 












































































































Die Ergebnisse waren insoweit unverändert, dass die FRET-Änderung mit der GRK2-
Doppelmutante und GRK2 (R587Q) immer noch deutlich verringert war (Abbildung 23). 
Auch das FRET-Signal der Gαq-bindereduzierten Mutante war verglichen mit Wildtyp-GRK2 
signifikant reduziert. Anders als in der vorherigen Messung (vgl. Abbildung 19) zeigten 
Wildtyp-GRK2 und GRK2 (K220R) jetzt sehr ähnliche Signale. Da die G-Protein-Interaktion 
der GRK2 (K220R) nicht beeinflusst ist, war, wie bereits beschrieben, dieses Ergebnis zu 
erwarten. 
Die Auswertung von „Onset“-Kinetik und „Offset“-Kinetik der FRET-Signale ergab keine 
wesentlichen Änderungen im Vergleich zur vorherigen Messung (Abbildung 24). Die Daten 
sind in Tabelle 11 zusammengefasst. 
 
Abbildung 24: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen M3-AChR-mTurq und den 
unterschiedlichen GRK2-Varianten 
Zum Vergleich der „Onset“- (A) und „Offset“-Kinetik (B) des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen 
des in Abbildung 23 dargestellten FRET-Experiments wurden die Einzelmessungen auf ihre individuelle FRET-
Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12). Die statistische Auswertung der „Onset“-Kinetik 
erfolgte über einen monoexponentiellen Fit jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni 

























































































Tabelle 11: Auswertung der „Onset“- und „Offset“-Kinetik der Interaktion zwischen M3-AChR-mTurq 
und den unterschiedlichen GRK2-Varianten 
Im Fall biexponentieller Kinetik sind erste und zweite Phase als (1) und (2) in Kombination mit dem jeweiligen 
Anteil der beiden Phasen an der Gesamtkinetik dargestellt. Wegen des vergleichsweise starken Rauschens war 
bei GRK2 (R587Q) keine biexponentielle Anpassung möglich. 
 „Onset“-Kinetik „Offset“-Kinetik 
k (1/s) [MW ± S.E.M] t½ (s) k (1/s) t½ (s) 


















GRK2 (R587Q) 0,29 ± 0,02 2,39 0,02 30,6 
 
3.1.2.2 Einfluss der Gq-Protein-Untereinheiten 
Um den Effekt von Gαq auf die Interaktion zwischen Gαq und GRK2 weiter zu untersuchen, 
wurde das oben beschriebene FRET-Experiment ohne Überexpression des kompletten 
Gq-Proteins, sowie ohne Gαq bzw. Gβγ durchgeführt. Ohne Gq-Protein war die Amplitude des 
FRET-Signals deutlich reduziert (Abbildung 25A). Dies ist dadurch zu erklären, dass die 
endogenen Gq-Proteine nur einen geringen Anteil der GRK2 zu den Rezeptoren rekrutieren 
können. Auch wenn Gαq bzw. Gβγ überexprimiert wurden, waren die FRET-Signale 
reduziert. Dies könnte wieder darauf hinweisen, dass beide benötigt werden, um die GRK2 
effektiv an die Membran zu translozieren. Es ist aber auch möglich, dass unter diesen 





Abbildung 25: Amplitude des FRET-Signals und relatives Expressionslevel zwischen M3-AChR-mTurq 
und GRK2-YFP ohne Überexpression von Gβγ, Gαq oder des kompletten Heterotrimers 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-mTurq, GRK2-YFP und unmarkiertem Gαq, Gβγ oder dem 
kompletten Heterotrimer, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. (A) Die 
Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12) und die absolute FRET-Änderung 
nach Stimulation mit 10 µM ACh dargestellt. (B) Die Auswertung des relativen Expressionslevels ergab einen 
Überschuss an YFP-markierter GRK2 und keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bedingungen. 
Ein deutlicher Effekt zeigte sich bei der Auswertung der „Offset“-Kinetik der verschiedenen 
Bedingungen (Tabelle 12). Im Vergleich zur Kontrollbedingung mit überexprimiertem 
Gq-Protein war die „Offset“-Kinetik ohne überexprimiertes Gq-Protein oder nur mit Gβγ 
signifikant beschleunigt (Abbildung 26). Die Bedingung mit überexprimiertem Gαq zeigte 
dagegen, die gleiche langsame Dissoziation von GRK2 wie in der Kontrollbedingung. 
 
Abbildung 26: „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen M3-AChR-mTurq und GRK2-YFP ohne 
Überexpression von Gβγ, Gαq oder des kompletten Heterotrimers  
Zum Vergleich der „Offset“-Kinetik des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen des in Abbildung 25 
dargestellten FRET-Experiments wurden die Einzelmessungen auf ihre individuelle FRET-Änderung 
normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12). Die Auswertung erfolgte über einen biexponentiellen Fit der 
Mittelwertskurve. 










































































































Dieses Ergebnis zeigt, dass Gαq die Dissoziation von GRK2 verlangsamt. Gαq scheint also 
entscheidend zur Stabilität der Interaktion zwischen GRK2 und M3-ACh-Rezeptor 
beizutragen. Gegen diese Interpretation spricht, dass Gαq endogen bei jeder Bedingung 
exprimiert ist und dass deshalb bei jeder Bedingung ein gewisser Anteil der langsamen 
Komponente sichtbar sein sollte. Wenn die GRK2 allerdings in der Bedingung ohne 
überexprimierte Gq-Proteine in sehr großem Überschuss vorliegt, ist es möglich, dass das 
FRET-Signal der GRK2-Population, die von den endogenen G-Proteinen an die Membran 
rekrutiert wird, vom Anteil der GRK2 überdeckt wird, der ohne Hilfe der G-Proteine mit dem 
M3-Rezeptor interagiert. 
Tabelle 12: Auswertung der „Offset“-Kinetik der Interaktion zwischen M3-AChR-mTurq und GRK2-
YFP ohne Überexpression von Gβγ, Gαq oder des kompletten Heterotrimers 
Im Fall biexponentieller Kinetik sind erste und zweite Phase als (1) und (2) in Kombination mit dem jeweiligen 
Anteil der beiden Phasen an der Gesamtkinetik dargestellt. 
 „Offset“-Kinetik 
k (1/s)  t½ (s) 

























Wenn Gαq die Interaktionsstabilität zwischen GRK2 und M3-ACh-Rezeptor erhöht, sollte 
auch die Gαq-bindereduzierte Mutante GRK2 (D110A) eine beschleunigte Dissoziations-
Kinetik zeigen. Wie Abbildung 24 zeigt ist die „Offset“-Kinetik dieser Mutante allerdings 
nicht signifikant beschleunigt und steht damit im Gegensatz zur gerade beschriebenen These. 
Eine mögliche Erklärung für dieses Verhalten ist, dass GRK2 (D110A) immer noch eine 
gewisse Interaktion mit Gαq zeigt, was in Abschnitt 3.1.4.2 näher untersucht wird. Eventuell 
ist die verbleibende Interaktion dieser Mutante mit Gαq ausreichend, um die Dissoziation vom 




3.1.2.3 GRK2-bindedefiziente Mutante Gαq (P185K) 
Zur Bestätigung der Ergebnisse und um den Effekt von Gαq auf die Interaktionsstabilität 
zwischen GRK2 und M3-ACh-Rezeptor genauer zu klären, wurde anschließend die 
Gαq-Mutante Gαq (P185K) (Day et al., 2004) eingesetzt, deren Bindeaffinität gegenüber der 
GRK2 herabgesetzt sein sollte. Zunächst zeigte sich auch mit dieser Mutante eine signifikante 
Beschleunigung der Dissoziations-Kinetik in der GRK2-M3-AChR-Interaktion (Abbildung 
27). Letztendlich stellte sich aber heraus, dass diese Mutante, anders als es in der oben 
zitierten Publikation beschrieben ist, doch noch mit der GRK2 interagiert, aber schneller 
deaktiviert als Wildtyp-Gαq. Die Versuchsergebnisse werden in Abschnitt 3.2 detailliert 
dargestellt. Eine mögliche Ursache für diesen Effekt wäre, dass die Bindung von Wildtyp-Gαq 
und Gαq (P185K) an die GRK2 unterschiedlich ist. Durch die veränderte Interaktion könnte 
eine bisher nicht eindeutig belegte GAP-Aktivität der GRK2 ausgelöst werden, welche die 
beschleunigte Gq-Protein-Deaktivierung erzeugt. Die Mutante Gαq (P185K) konnte 
dementsprechend nicht zur Klärung des Effekts von Gαq auf die Interaktion zwischen GRK2 
und M3-ACh-Rezeptor verwendet werden. 
 
Abbildung 27: Amplitude des FRET-Signals und relative Expression zwischen M3-AChR-mTurq und 
GRK2-YFP bei Überexpression von Gαq (P185K)  
HEK293T-Zellen transfiziert mit M3-AChR-mTurq, YFP markierter GRK2 oder GRK2 (D110A), Gβ1, Gγ2 und 
Wildtyp-Gαq oder Gαq (P185K) wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. (A) Die 
Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥11) und die absolute FRET-Änderung 
nach Stimulation des M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. (B) Die Auswertung des relativen 
Expressionslevels ergab einen Überschuss an YFP-markierter GRK2 und keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den Bedingungen. 
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3.1.3 Kinetik der Membrantranslokation der GRK2 
Zur Bestätigung der Ergebnisse des zuvor beschriebenen FRET-Experiments wurde 
anschließend untersucht, ob die im FRET-Experiment gemessene Interaktion zwischen GRK2 
und M3-ACh-Rezeptor sich auch in der Translokation der GRK2 an die Membran 
widerspiegelt. 
Aus diesem Grund wurden HEK293T-Zellen vergleichbar zum vorherigen FRET-Experiment 
transfiziert. Die unterschiedlichen GRK2-Mutanten wurden dabei in mTurquoise-markierter 
Variante eingesetzt. Konfokalmikroskopisch wurde mTurquoise in lebenden Einzelzellen 
angeregt und seine Fluoreszenz in hoher zeitlicher Auflösung gemessen, während die Zellen 
mit Tyrode beziehungsweise mit 10 µM ACh in Tyrode überspült wurden. Die 
Membrantranslokation der GRK2 wurde als Zunahme der Fluoreszenz an der Membran bei 
gleichzeitiger Abnahme der Fluoreszenz im Zytoplasma sichtbar. Die Auswertung der 
Translokation ist im Methodenteil detailliert beschrieben. Im Anschluss an die Messung 
wurde der YFP-markierte M3-ACh-Rezeptor jeweils direkt angeregt, um das relative 
Expressionsverhältnis von Rezeptor und GRK2 ermitteln zu können. 
In Abbildung 28 sind beispielhaft Aufnahmen der verschiedenen GRK2-Mutanten im 
unstimulierten und mit 10 µM ACh stimulierten Zustand dargestellt. Jedes Bild wurde als 
gemittelte Darstellung von fünf aufeinanderfolgenden Aufnahmen im jeweiligen 
Gleichgewichtszustand erzeugt. 
Wie durch die Ergebnisse des FRET-Experiments zu erwarten, zeigten Wildtyp-GRK2 und 
GRK2 (K220R) nach Rezeptorstimulation eine deutliche Zunahme der GRK2-Fluoreszenz an 
der Membran, dementsprechend also eine ausgeprägte Membrantranslokation. Auch bei 
GRK2 (D110A) und GRK2 (R587Q) war eine deutliche Membrantranslokation erkennbar. 





Abbildung 28: Agonistabhängige Membrantranslokation der unterschiedlichen GRK2-Varianten 
HEK293T-Zellen wurden mit mTurq-markierter GRK2 oder GRK2-Mutanten, M3-AChR-YFP und 
unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2 transfiziert. Dargestellt sind konfokale Aufnahmen lebender Einzelzellen vor 
und während der Stimulation mit 10 µM Acetylcholin (gemittelte Darstellung von jeweils fünf aufeinander 
folgenden Aufnahmen einer Zeitreihe, VisiTech). Mit Ausnahme von GRK2 (D110A + R587Q) zeigten alle 
GRK2-Varianten eine deutliche, agonistabhängige Translokation an die Membran. 
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Die statistische Auswertung dieses Experiments ist in Abbildung 29 gezeigt und bestätigt die 
gerade beschriebenen Beobachtungen. Durch diese Ergebnisse wird also die Hypothese 
unterstützt, dass eine agonistabhängige Interaktion der GRK2 mit Gβγ oder mit Gαq zu einer 
Translokation der GRK2 an die Membran führt. 
 
Abbildung 29: Zeitverlauf der Membrantranslokation der unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen wurden mit mTurq-markierter GRK2 oder GRK2-Mutanten, M3-AChR-YFP und 
unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2 transfiziert. (A) Mit einer Frequenz von 2 Hz wurden konfokale Aufnahmen 
lebender Einzelzellen erstellt. Dazu wurde mTurq bei 405 nm angeregt und die Fluoreszenz registriert. Zur 
Auswertung der Membrantranslokation der GRK2 wurde für jede Messung der Quotient ୊౉౛ౣౘ౨౗౤୊ౖ౯౪౥౦ౢ౗౩ౣ౗
 gebildet. Die 
Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥10) und die absolute Änderung des 
Ratios nach Stimulation mit 10 µM ACh dargestellt. (B) Die Auswertung des relativen Expressionslevels zeigte 












































































3.1.4 Interaktion von GRK2 mit Gβγ und Gαq 
Da, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, die Interaktion mit Gβγ oder mit Gαq eine 
entscheidende Rolle bei der Rekrutierung der GRK2 zum M3-ACh-Rezeptor spielt, wurde im 
nächsten Schritt die Interaktion zwischen GRK2 und Gβγ bzw. Gαq näher untersucht. 
Aus diesem Grund wurden FRET-Experimente zwischen diesen Proteinen etabliert. Für die 
Untersuchung der GRK2-Gβγ-Interaktion wurden HEK293T-Zellen mit Cerulean-markiertem 
Gβ1 und GRK2-YFP, sowie unmarkiertem M3-AChR, Gαq und Gγ2 transfiziert. Zur 
Untersuchung der GRK2-Gαq-Interaktion erfolgte eine Transfektion mit Gαq-YFP und GRK2-
mTurq, sowie unmarkiertem M3-ACh-Rezeptor, Gβ1 und Gγ2. 
 
Abbildung 30: Repräsentative FRET-Messung zwischen GRK2-YFP und Cer-Gβ1 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Cer-Gβ1, GRK2-YFP, und unmarkiertem M3-AChR, Gαq und Gγ2, wurden 
einem FRET-Experiment mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Eine Stimulation des M3-ACh-Rezeptors mit 
10 µM Acetylcholin führte zu einem reversiblen Anstieg im FRET, der die Interaktion zwischen GRK2 und Gβγ 
widerspiegelte. 
Wie in Abbildung 30 und Abbildung 31 dargestellt, zeigten beide FRET-Experimente einen 
reversiblen Anstieg im FRET-Ratio während der Agonist-Zugabe, der die Interaktion 
zwischen GRK2 und Gβγ beziehungsweise zwischen GRK2 und Gαq widerspiegelt. In beiden 














































Abbildung 31: Repräsentative FRET-Messung zwischen GRK2-mTurq und Gαq-YFP 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Gαq-YFP, GRK2-mTurq, und unmarkiertem M3-AChR, Gβ1 und Gγ2, wurden 
einem FRET-Experiment mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Eine Stimulation des M3-ACh-Rezeptors mit 
10 µM Acetylcholin führte zu einem reversiblen Anstieg im FRET, der die Interaktion zwischen GRK2 und Gαq 
widerspiegelte. 
3.1.4.1 GRK2-Gβγ-Interaktion 
Im FRET-Experiment zwischen GRK2 und Gβγ war die Änderung im FRET-Ratio im 
Vergleich zu Wildtyp-GRK2 mit GRK2 (D110A + R587Q) und GRK2 (R587Q) deutlich 
reduziert (Abbildung 32A). Dies ist verständlich, da beide GRK2-Mutanten gegenüber Gβγ 
bindereduziert sind. Dieses Experiment weist dadurch gleichzeitig eine hohe Effektivität der 
eingeführten Punktmutation nach. Das FRET-Signal mit der Gαq-bindereduzierten GRK2 
(D110A) war nicht signifikant unterschiedlich zu Wildtyp-GRK2. Dies zeigt, dass das 
Einfügen dieser Mutationen keine Auswirkung auf die Interaktion dieser Mutante mit Gβγ 
besitzt. Auch GRK2 (K220R) unterschied sich nicht signifikant von der Wildtyp-GRK2 
(Abbildung 32B). 
Die Auswertung des relativen Expressionslevels der unterschiedlichen Bedingungen ergab in 
allen Fällen einen Überschuss an YFP-markierter GRK2 gegenüber Gβγ, so dass die 
Vergleichbarkeit der Größe des FRET-Signals zwischen den unterschiedlichen Bedingungen 











































Abbildung 32: Amplitude des FRET-Signals zwischen Gβγ und den unterschiedlichen GRK2-Varianten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Cer-Gβ1, den YFP-markierten GRK2-Mutanten und unmarkiertem M3-AChR, 
Gαq und Gγ2, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. (A) Die Einzelmessungen 
jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥10) und die absolute FRET-Änderung nach Stimulation des 
M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte durch Bestimmung der 
absoluten FRET-Änderung jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test 
(*: p<0,05). (B) Die Einzelmessungen mit GRK2 (K220R) wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥11) und die 
absolute FRET-Änderung nach Stimulation mit 10 µM ACh im Vergleich zu den Messungen mit Wildtyp-
GRK2, die am gleichen Tag gemessen wurden, dargestellt. (C) Die Auswertung der relativen Expressionslevel 
ergab für alle Bedingungen einen Überschuss an YFP-markierter GRK2. 
3.1.4.2 GRK2-Gαq-Interaktion 
Um die Spezifität des FRET-Signals zwischen GRK2 und Gαq nachzuweisen, wurde ein 
entsprechender FRET-Versuch zwischen GRK2 und Gαi durchgeführt (Abbildung 33D). Wie 
bereits beschrieben, findet zwischen diesen Proteinen keine Interaktion statt (Usui et al., 
2000). Anstelle von M3-ACh-Rezeptor und Gαq wurden in diesem Fall α2A-adrenerger 































































































Abbildung 33: Amplitude des FRET-Signals zwischen Gαq und den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Gαq-YFP, den mTurq-markierten GRK2-Mutanten und unmarkiertem 
M3-AChR, Gβ1 und Gγ2, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. (A) Die 
Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥9) und die absolute FRET-Änderung 
nach Stimulation des M3-AChR mit 10 µM ACh dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte durch 
Bestimmung der absoluten FRET-Änderung jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni 
Posthoc-Test (*: p<0,05). (B) Die Einzelmessungen mit GRK2 (K220R) wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥11) 
und die absolute FRET-Änderung nach Stimulation mit 10 µM ACh im Vergleich zu den, an den gleichen Tagen 
aufgenommenen, Messungen mit Wildtyp-GRK2 dargestellt. (C) Die Auswertung der relativen Expressionslevel 
ergab ein etwa ausgeglichenes Verhältnis zwischen GRK2 und Gαq oder einen leichten Überschuss an Gαq-YFP. 
(D) HEK293T-Zellen, transfiziert mit Gαi1-YFP, GRK2-mTurq, und unmarkiertem α2A-AR, Gβ1 und Gγ2, 
wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die Einzelmessungen wurden gemittelt 
(MW ± S.E.M.; n≥12) und die absolute FRET-Änderung nach Stimulation mit 100 µM NE dargestellt. 
Stimulation des α2A-AR führte nur zu einem unwesentlichen Anstieg im FRET. 
Die Stimulation des α2A-AR mit 100 µM Norepinephrin führte zur Rekrutierung der GRK2 zu 
den aktivierten Rezeptoren und damit in die Nähe der Gαi-Proteine. Wie in Abbildung 33D 















































































































das sich in einem leichten agonistabhängigen Anstieg im FRET-Ratio äußerte. Es ist also von 
einer hohen Spezifität des FRET-Experiments zwischen GRK2 und Gαq auszugehen. 
Die beiden Gαq-bindereduzierten GRK2-Mutanten, GRK2 (D110A) und GRK2 (D110A + 
R587Q), zeigten bei diesem Experiment im Vergleich zu Wildtyp-GRK2 deutlich reduzierte 
agonistabhängige FRET-Signale (Abbildung 33A). Dies demonstriert wiederum die 
Effektivität der eingeführten Punktmutation auf die Gαq-Bindung. Anders als bei der R587Q-
Mutante, ist im Fall der D110A-Mutante allerdings immer noch eine verbleibende Interaktion 
von etwa 30% feststellbar. Bei der Beurteilung der Experimente mit dieser Mutante ist also zu 
berücksichtigen, dass noch ein gewisser Anteil mit Gαq interagiert. 
Auch das FRET-Signal der Gβγ-bindereduzierten Mutante GRK2 (R587Q) war signifikant 
gegenüber Wildtyp-GRK2 reduziert. Dies lässt sich dadurch erklären, dass durch die fehlende 
Gβγ-Interaktion ein geringerer Anteil dieser GRK2-Mutante an die Membran transloziert, wo 
die Interaktion mit Gαq stattfindet. Dennoch translozierten, verglichen mit dem Wildtyp, 
immer noch etwa 65% der Mutante an die Membran. Die Rekrutierung erfolgte in diesem Fall 
ausschließlich über Gαq und stellt einen weiteren Beweis dafür dar, dass Gαq alleine in der 
Lage ist, die GRK2 an die Membran zu translozieren. Die dominant-negative GRK2 (K220R) 
unterschied sich auch in Bezug auf die Gαq-Bindung nicht signifikant vom Wildtyp 
(Abbildung 33B). Das relative Expressionsverhältnis zwischen YFP und mTurquoise ist 
ausgeglichen oder weist einen Überschuss an YFP auf, so dass ein Einfluss des 
Expressionslevels auf die Amplitude der gemessenen FRET-Änderungen nicht zu erwarten ist 
(Abbildung 33C). 
3.1.4.3 Vergleich der „Onset“- und „Offset“-Kinetik 
In die Auswertung der Interaktions- und Dissoziations-Kinetik zwischen GRK2 und Gβγ bzw. 
Gαq wurden nur Wildtyp-GRK2 und die jeweiligen nicht binde-reduzierten GRK2-Mutanten 
einbezogen, da bei den anderen GRK2-Mutanten ein Einfluss der eingefügten 
Punktmutationen auf die Kinetik zu erwarten ist und eine exakte Auswertung derselben durch 





Abbildung 34: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals der unterschiedlichen GRK2-Varianten 
mit Gβγ sowie Gαq  
Zum Vergleich der „Onset"- (A) und „Offset“-Kinetik (B) des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen 
der in Abbildung 32 und Abbildung 33 dargestellten FRET-Experimente, wurden die Einzelmessungen auf ihre 
individuelle FRET-Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥11). In (C) und (D) sind die 
Bedingung mit GRK2 (K220R) im Vergleich zu den Messungen mit Wildtyp-GRK2 dargestellt, die am gleichen 
Tag gemessen wurden. Die statistische Auswertung der Kinetik erfolgte durch monoexponentielles Fitten jeder 
Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05). 
Bereits in Abschnitt 3.1.2 wurde angedeutet, dass die Rekrutierung der GRK2 an die 
Membran durch Gαq mit langsamerer Kinetik stattfindet, als die Rekrutierung der GRK2 
durch Gβγ. Dieses Ergebnis kann durch das hier beschriebene Experiment bestätigt werden. 
Die Interaktion von Wildtyp-GRK2 mit Gαq war mit t½ = 3,34 s mehr als dreimal langsamer 
als die Interaktion von Wildtyp-GRK2 mit Gβγ (t½ = 0,95 s) (Abbildung 34A). Die 
Gβγ-Bindung durch GRK2 (D110A) und die Gαq-Bindung durch GRK2 (R587Q) waren nicht 
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Tabelle 13: Auswertung der „Onset“- und „Offset“-Kinetik der Interaktion der unterschiedlichen GRK2-




k (1/s)  
[MW ± S.E.M] 
t½ (s) k (1/s)  
[MW ± S.E.M] 
t½ (s) 
GRK2 0,73 ± 0,05 0,95 0,028 ± 0,002 25,1 
GRK2 (K220R) 0,41 ± 0,05 1,70 0,034 ± 0,004 20,4 





k (1/s)  
[MW ± S.E.M] 
t½ (s) k (1/s)  
[MW ± S.E.M] 
t½ (s) 
GRK2 0,21 ± 0,02 3,34 0,026 ± 0,003 27,1 
GRK2 (K220R) 0,30 ± 0,04 2,35 0,029 ± 0,002 23,9 
GRK2 (R587Q) 0,25 ± 0,02 2,79 0,026 ± 0,002 27,1 
 
Ein kinetischer Vergleich der G-Protein-Interaktion und der Rezeptor-Interaktion der beiden 
bindereduzierten GRK2-Mutanten zeigt, dass die Rezeptor-Interaktion von GRK2 (D110A) 
bereits kurz nach Gβγ-Bindung dieser Mutante stattfindet (Tabelle 14). Im Fall von GRK2 
(R587Q) sind Gαq-Bindung und Rezeptor-Interaktion nicht signifikant unterschiedlich. Die 
Gαq-Bindung durch GRK2 (K220R) entsprach Wildtyp-GRK2, während die Gβγ-Bindung 
durch GRK2 (K220R) verglichen mit dem Wildtyp signifikant verlangsamt war (Abbildung 
34C). Dieses Ergebnis passt dazu, dass auch die Interaktion von GRK2 (K220R) mit dem 
M3-AChR in der Tendenz verlangsamt war (Abbildung 24A), ist aber schwer erklärbar. 
Die Ergebnisse dieses Experiments bestätigen erneut, dass beide Gq-Protein-Untereinheiten 
die GRK2 an die Membran rekrutieren können. Die GRK2-Translokation findet allerdings mit 
unterschiedlicher Kinetik statt. Zudem zeigen die Daten, dass die Membranrekrutierung der 





Tabelle 14: Vergleich der Interaktionskinetik von GRK2 (R587Q) und GRK2 (D110A) mit dem 
Gq-Protein sowie dem M3-AChR 
„Onset“-Kinetik  t½ (s) 
GRK2 (D110A):  
Gβγ-Interaktion 1,21 
M3-AChR-Interaktion 1,76 




Die Dissoziations-Kinetiken von Gβγ (t½ = 25,1 s) und Gαq (t½ = 27,1 s) von GRK2 waren 
nicht signifikant unterschiedlich. Allerdings dissoziierte Gαq gegenüber Gβγ deutlich 
verzögert (Abbildung 34B). Dies ist ein Hinweis darauf, dass zwischen GRK2 und Gαq eine 
höhere Bindeaffinität besteht als zwischen GRK2 und Gβγ. Die Gαq-Dissoziation von GRK2 
(R587Q) unterschied sich nicht von Wildtyp-GRK2, während die Dissoziation zwischen Gβγ 
und GRK2 (D110A), verglichen mit Wildtyp-GRK2, signifikant schneller war. Dieses 
Ergebnis deutet darauf hin, dass die Bindung von Gαq durch GRK2 einen Einfluss auf die 
Stabilität der Interaktion zwischen GRK2 und Gβγ besitzt. GRK2 (K220R) war nicht 
signifikant unterschiedlich von Wildtyp-GRK2 (Abbildung 34D). Die kinetischen Daten sind 






Um weitere Informationen über die Interaktion der verschiedenen Interaktionspartner zu 
erhalten, wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven der beschriebenen FRET-Paare 
aufgenommen. Dazu wurden HEK293T-Zellen auf die gleiche Weise transfiziert, wie es 
bereits in den entsprechenden Abschnitten beschrieben wurde. 
 
Abbildung 35: Repräsentative FRET-Messung zwischen Cer-Gβ1 und GRK2-YFP zur Aufnahme einer 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve 
Diese Abbildung wurde bereits im Methodenteil in Abschnitt 2.2.4.1.7 zur Beschreibung der Auswertung von 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven gezeigt. HEK293T-Zellen, transfiziert mit Cer-Gβ1, GRK2-YFP, und 
unmarkiertem M3-AChR, Gαq und Gγ2, wurden einem FRET-Experiment mit einer Frequenz von 2 Hz 
unterzogen. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an Acetylcholin stimuliert bis die maximale 
agonistinduzierte FRET-Änderung erreicht wurde. 
Zur Messung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden lebende Einzelzellen mit 
steigenden Agonist-Konzentrationen stimuliert (Abbildung 35) und die agonistabhängigen 
absoluten FRET-Änderungen jeder Konzentration auf die FRET-Änderung der sättigenden 
Agonist-Konzentration normalisiert. Eine detaillierte Beschreibung der Durchführung findet 
sich im Methodenteil (Abschnitt 2.2.4.1.7). 
Gegenüber der Gαq-GRK2-Interaktion war die Konzentrations-Wirkungs-Kurve der 
Gβγ-GRK2-Interaktion signifikant rechtsverschoben (Abbildung 36, Tabelle 15), was dafür 
spricht, dass die GRK2 eine höhere Affinität zu Gαq als zu Gβγ besitzt. Eine höhere 
Bindeaffinität zwischen GRK2 und Gαq war schon in Abschnitt 3.1.4.3 durch die verzögerte 


















Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve der M3-AChR-GRK2-Interaktion war gegenüber den 
zuvor beschriebenen Kurven noch einmal signifikant rechtsverschoben. Es konnte bereits 
gezeigt werden, dass die Konzentrations-Wirkungs-Kurve der M3-AChR-Aktivierung 
gegenüber der Gq-Protein-Aktivierung signifikant rechtsverschoben ist (EC50 ≈ 0,22 µM, 
Ziegler et al., 2011). Dies kann dadurch erklärt werden, dass ein bestimmter Anteil aktivierter 
Rezeptoren bereits ausreichend ist, um die maximale Aktivierung der G-Proteine zu erzielen. 
Zur maximalen Aktivierung der Rezeptoren sind aber höhere Agonist-Konzentrationen 
erforderlich. Dies erklärt auch, warum die Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Rezeptor-
Interaktionen deutlich rechtsverschoben ist. 
 
Abbildung 36: Konzentrations-Wirkungs-Kurven verschiedener FRET-Paare 
HEK293T-Zellen, transfiziert wie zuvor bei den betreffenden Experimenten beschrieben, wurden FRET-
Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an 
Acetylcholin stimuliert bis die maximale agonistinduzierte FRET-Änderung erreicht wurde. Die absolute FRET-
Änderung jeder Agonist-Konzentration wurde auf die FRET-Änderung der sättigenden Agonist-Konzentration 
normalisiert. Für jede Bedingung wurden die Daten der einzelnen Agonist-Konzentrationen gemittelt und 
graphisch dargestellt (MW ± S.E.M.; n≥9). Für die statistische Auswertung wurde der log (EC50) jeder 
Einzelmessung bestimmt und eine ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05) durchgeführt. 
Tabelle 15: Auswertung der EC50-Werte der in Abbildung 36 dargestellten Konzentrations-Wirkungs-
Kurven 
Interaktion log (EC50) EC50 
Gαq-GRK2-Interaktion -8,60 ± 0,07 2,52 nM ACh 
Gβγ-GRK2-Interaktion -8,24 ± 0,08 5,82 nM ACh 
M3-AChR-GRK2-Interaktion -7,14 ± 0,09 71,9 nM ACh 












































3.1.6 Funktionelle Effekte der Gαq-Bindung an die GRK2 
Im nächsten Schritt wurde die Frage untersucht, ob sich die Effekte von Gβγ und Gαq auf die 
Membrantranslokation der GRK2 auch auf die Funktionalität der GRK2, also die Effektivität 
der Rezeptorphosphorylierung, auswirken. Aus diesem Grund wurde die agonistvermittelte 
Arrestinbindung des M3-ACh-Rezeptors in einem FRET-Experiment zwischen M3-AChR-
mTurq und Arrestin3-YFP analysiert. Voraussetzung für die Bindung von Arrestin an den 
Rezeptor ist zum einen, dass der Rezeptor zuvor durch GRKs phosphoryliert wurde (Lohse et 
al., 1990), zum anderen die Aktivierung des Rezeptors durch einen Agonisten (Krasel et al., 
2005). Die Rezeptorphosphorylierung ist im Gegensatz zur Arrestinbindung an den Rezeptor 
vergleichsweise stabil, so dass nach einer vorangegangenen Rezeptorstimulation 
präphosphorylierte Rezeptoren vorliegen, was bei nachfolgenden Rezeptorstimulationen zu 
einer schnelleren Arrestin-Rekrutierung führt (Krasel et al., 2005). Dies zeigt, dass sich 
Unterschiede in der Phosphorylierung der Rezeptoren in der Arrestinbindung dieser 
Rezeptoren widerspiegeln, so dass die Echtzeit-Messung der agonistabhängigen Arrestin-
Rekrutierung eine sensitive Möglichkeit darstellt, die Funktionalität der unterschiedlichen 
GRK2-Mutanten zu untersuchen. 
Zur Durchführung des Experiments wurden HEK293T-Zellen mit M3-AChR-mTurq, 
Arrestin3-YFP, unmarkierten G-Protein-Untereinheiten und GRK2 transfiziert. Wie in 
Abbildung 37A gezeigt, war zwischen den beiden FRET-Partner ein agonistabhängiger 
Anstieg im FRET detektierbar, der die Arrestinbindung durch den Rezeptor widerspiegelte. 
Ein Vergleich der „Onset“-Kinetik nach erster und zweiter Rezeptorstimulation zeigte, dass 
die Beschleunigung der Arrestin-Rekrutierung bei der zweiten Stimulation auch für den 
M3-ACh-Rezeptor reproduzierbar war (Abbildung 37B, Tabelle 16). 
Nachdem diese Voraussetzung erfüllt war, wurde überprüft, ob sich die Funktionalität der 
GRK2 auch in der Amplitude des agonistvermittelten FRET-Signals ausdrückt. Aus diesem 
Grund wurden anstelle von Wildtyp-GRK2 entweder keine GRK2 oder 
phosphorylierungsdefiziente GRK2(K220R) transfiziert. In beiden Fällen war die Amplitude 
des FRET-Signals signifikant reduziert, wodurch bestätigt wurde, dass die Kinaseaktivität der 
GRK2 durch dieses Experiment erfasst werden konnte (Abbildung 38A). Auch in 
Anwesenheit der Gβγ-bindereduzierten GRK2-Mutante und der Doppelmutante war das 




weist darauf hin, dass, obwohl die Gβγ-bindereduzierte GRK2-Mutante in der Lage ist, an die 
Membran zu translozieren, die Bindung von Gβγ eine Voraussetzung für die 
Phosphorylierung des Rezeptor ist. Interessanterweise ist aber auch das FRET-Signal in 
Anwesenheit der Gαq-bindereduzierten GRK2-Mutante signifikant reduziert. Dies spricht 
dafür, dass die Bindung von Gβγ alleine noch nicht für die volle Kinaseaktivität ausreichend 
ist, sondern dass diese durch die Bindung von Gαq weiter verstärkt wird. 
 
Abbildung 37: GRK2-vermittelte, agonistabhängige Arrestin-Rekrutierung zum M3-AChR  
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-mTurq, Arrestin3-YFP unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2 und 
GRK2, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 5 Hz unterzogen. (A) Die Einzelmessungen 
wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n=15) und die absolute FRET-Änderung nach Stimulation des M3-AChR mit 
10 µM Acetylcholin dargestellt. (B) Zum Vergleich der „Onset“-Kinetik des FRET-Signals nach erster und 
zweiter Stimulation wurden die in (A) dargestellten Einzelmessungen jeweils auf ihre individuelle FRET-

































































Abbildung 38: Agonistabhängige Arrestin-Rekrutierung an den M3-AChR in An- und Abwesenheit von 
GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
(A) HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-mTurq, Arrestin3-YFP unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2 und 
GRK2, den unterschiedlichen GRK2-Mutanten oder pcDNA3, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz 
von 5 Hz unterzogen. Die Einzelmessungen wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥11) und die absolute FRET-
Änderung nach Stimulation des M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. Die statistische Auswertung 
erfolgte durch Bestimmung der absoluten FRET-Änderung jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit 
Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05). (B) Repräsentativer Western-Blot zur Untersuchung der Expression der 
unterschiedlichen GRK2-Mutanten in HEK293T-Zellen, die wie in (A) transfiziert wurden. Zusätzlich wurden 
untransfizierte Zellen als Negativkontrolle und mit 2 µg GRK2 transfizierte Zellen als Positivkontrolle 
verwendet. Als Erstantikörper dienten anti-GRK2 (C-15, sc-562, Santa Cruz) und anti-Aktin (clone C4, MB 
Biomedicals). (C) Die Auswertung der relativen Expressionslevel ergab einen Überschuss an YFP-markiertem 









































































































































Unterschiede in der Expression der unterschiedlichen GRK2-Mutanten wären ein 
entscheidender Einflussfaktor im Experiment. Da die GRK2 in diesem Fall nicht 
fluoreszenzmarkiert war, wurde die Expression der GRK2-Mutanten mit Hilfe von Western-
Blots analysiert. Dazu wurden HEK293T-Zellen verwendet, die genauso wie im FRET-
Experiment transfiziert worden waren. Zusätzlich wurden als Negativkontrolle untransfizierte 
Zellen und mit einer großen Menge GRK2 transfizierte Zellen als Positivkontrolle verwendet. 
Als Primärantikörper wurde ein Kaninchen-GRK2-Antikörper (GRK2 C-15, sc-562, 1:200), 
als Sekundärantikörper ein gegen Kaninchen-Antikörper gerichteter Antikörper (goat anti-
rabbit, HRP-conjugated, 1:2500) eingesetzt. Als Ladekontrolle wurde gegen Aktin geblottet. 
Die Auswertung der durchgeführten Western-Blots ergab keine deutlichen Unterschiede in 
der Expression der verschiedenen GRK2-Varianten (Abbildung 38B). Die Negativkontrollen 
weisen nur schwache Banden durch endogen exprimierte GRK2 auf. 
Tabelle 16: „Onset“- und „Offset“-Kinetik der Arrestin-Rekrutierung an den M3-AChR in An- und 
Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen Mutanten 
 „Onset“-Kinetik „Offset“-Kinetik 
k (1/s) [MW ± S.E.M] t½ (s) k (1/s) [MW ± S.E.M] t½ (s) 
GRK2 0,032 ± 0,002 (1. Stim.) 
0,051 ± 0,010 (2. Stim.) 
21,4 
13,7 
0,246 ± 0,016 (1. Stim.)  2,82 
GRK2 
(K220R) 




0,019 ± 0,003 (1. Stim.) 
0,043 ± 0,006 (2. Stim.) 
35,7 
16,1 








  0,242 ± 0,034 (1. Stim.) 2,86 





Die „Onset“-Kinetik scheint in Anwesenheit von Wildtyp-GRK2 schneller zu sein, als in 
Anwesenheit der GRK2-Mutanten. Das durch die kleine Amplitude bedingte stärkere 
Rauschen bei den GRK2-Mutanten erschwerte allerdings eine detaillierte Auswertung. Alle 
Bedingungen zeigten einen initialen, schnellen FRET-Anstieg, der sehr wahrscheinlich durch 
eine schnelle Arrestin-Rekrutierung durch präphosphorylierte Rezeptoren zustande kommt. 
Unerwartet war die nachfolgende Abnahme im FRET bei den Bedingungen ohne funktionelle 
GRK2, die möglicherweise durch eine Konkurrenz zwischen Arrestin und G-Proteinen oder 
GRK2 verursacht wurde. Unterschiede in der Expression zwischen Rezeptor und Arrestin 
können eher nicht zur Erklärung beitragen, da die Stöchiometrie in allen Bedingungen nicht 
signifikant unterschiedlich war (Abbildung 38C). 
Die „Offset“-Kinetik ist zwischen den verschiedenen Bedingungen nicht signifikant 
unterschiedlich (Tabelle 16). Dies ist leicht dadurch zu erklären, dass die unterschiedlichen 
GRK2-Mutanten zwar die Bindung von Arrestin an den Rezeptor beeinflussen, nach erfolgter 
Bindung hängt die Dissoziation aber alleine von der Bindeaffinität zwischen Rezeptor und 
Arrestin ab. Auffällig ist, dass die Dissoziation von Arrestin etwa 10-mal schneller erfolgt als 
die Dissoziation der GRK2 vom Rezeptor. Dies weist auf eine höhere Bindeaffinität zwischen 




3.1.7 Effekte von Gαq auf die Interaktion der GRK2 mit dem M2-AChR 
Nachdem im vorherigen Abschnitt der Beitrag von Gαq zu einer funktionellen Interaktion 
zwischen GRK2 und M3-ACh-Rezeptor gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob Gαq 
auch die Interaktion von GRK2 mit Gi-Protein-gekoppelten Rezeptoren beeinflusst. Um diese 
Frage zu klären, wurde in FRET-Experimenten die Interaktion von GRK2 mit dem M2-ACh-
Rezeptor bei gleichzeitiger Anwesenheit von überexprimierten M3-ACh-Rezeptoren und 
Gq-Proteinen untersucht. Dazu wurden HEK293T-Zellen mit M2-AChR-CFP, GRK2-YFP 
oder GRK2 (D110A)-YFP, sowie unmarkiertem M3-AChR, Gαq, Gαo, Gβ1, und Gγ2 
transfiziert. 
Wie Abbildung 39 zeigt, bestanden keine signifikanten Unterschiede in der 
Rezeptorinteraktion von Wildtyp-GRK2 und Gαq-bindereduzierter GRK2 (D110A), weder in 
Bezug auf die Amplitude des FRET-Signals noch auf die Kinetik der Interaktion. Dies weist 
darauf hin, dass Gαq keinen Einfluss auf die Interaktion von GRK2 mit Gi-Protein-
gekoppelten Rezeptoren besitzt. 
 
Abbildung 39: Einfluss von Gαq auf die agonistabhängige Interaktion zwischen GRK2 und M2-AChR  
(A) HEK293T-Zellen, transfiziert mit M2-AChR-CFP, GRK2-YFP oder GRK2 (D110A)-YFP, unmarkiertem 
M3-AChR, Gαq, Gαo, Gβ1, und Gγ2, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die 
Einzelmessungen wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥14) und die absolute FRET-Änderung nach Stimulation 
von M2-AChR und M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte durch 
Bestimmung der absoluten FRET-Änderung bzw. Kinetik jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit 
Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05). (B) Die Auswertung der relativen Expressionslevel ergab einen Überschuss 





























































Zusammengefasst konnte im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt werden, dass nicht nur Gβγ, 
sondern auch Gαq an der Membrantranslokation der GRK2 beteiligt ist. Gαq erhöht zudem das 
Ausmaß und die Stabilität der Interaktion zwischen GRK2 und M3-ACh-Rezeptor und 
verstärkt die Kinasefunktion der GRK2. Durch die hohe zeitliche Auflösung der 
durchgeführten FRET-Experimente konnte außerdem die Dynamik der Interaktionen 
quantifiziert werden und somit die spezifischen Effekte der Gαq-Bindung an die GRK2 auf 
die Kinetik nachgewiesen werden. Im zweiten Teil wurde eine detaillierte kinetische Analyse 
der GRK2-Rekrutierung zu Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren durchgeführt, um das 
Gesamtverständnis der daran beteiligen Schritte zu verbessern und die Beschreibung von 




3.2 Erstellung eines kinetischen Modells der Rekrutierung der G-Protein-
gekoppelten Rezeptorkinase 2 zum M3-ACh-Rezeptor 
Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Erstellung eines kinetischen Modells der 
Rekrutierung der GRK2 zum M3-ACh-Rezeptor. Die computerbasierte Simulation der 
Reaktionskonstanten mit der Software Virtual Cell (Moraru et al., 2008) erfolgt dabei in 
Kooperation mit Dr. Dr. Leif Hommers vom Klinikum der Universität Würzburg. Bestandteil 
dieser Arbeit waren in erster Linie die Durchführung und Auswertung der für das Modell 
benötigten FRET-Experimente. Zusätzlich zu den im ersten Teil beschriebenen Experimenten 
wurden deshalb Versuche zur Interaktion inaktiver Gq-Proteine mit dem M3-ACh-Rezeptor 
und zur Aktivierung der Gq-Proteine durchgeführt, um einen genaueren Einblick in den 
kinetischen Ablauf der GRK2-Rekrutierung zu erhalten. Außerdem wurden Konzentrations-
Wirkungs-Kurven der Interaktion mit den unterschiedlichen GRK2-Mutanten erstellt, sowie 
die Kinetik bei unterschiedlichen Acetylcholin-Konzentrationen ausgewertet. 
3.2.1 Interaktion von Gβγ mit M3-AChR 
Zur Analyse der Interaktion inaktiver Gq-Proteine mit dem M3-ACh-Rezeptor nach 
Stimulation mit Acetylcholin wurde die Interaktion zwischen Gβγ und dem M3-ACh-Rezeptor 
in Anwesenheit und Abwesenheit von GRK2 bzw. den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
durch FRET-Experimente näher untersucht. Dazu wurden HEK293T-Zellen mit M3-AChR-
YFP, Cer-Gβ1, und unmarkiertem Gαq, Gγ2, sowie GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-
Mutanten transfiziert. Zusätzlich wurde eine Bedingung ohne GRK2 transfiziert, indem diese 
durch leeren Vektor ersetzt wurde. 
Die Bedingung ohne GRK2 zeigte nach Rezeptorstimulation mit 10 µM Acetylcholin einen 
schnellen Anstieg im FRET, der die Interaktion von inaktiven Gq-Proteinen mit dem 
M3-ACh-Rezeptor widerspiegelt (Abbildung 40A und B). Alle getesteten Bedingungen außer 
GRK2 (R587Q) erreichten während der Stimulation ein stabiles Plateau. Die Amplituden der 
hervorgerufenen FRET-Signale dieser Bedingungen waren nicht signifikant unterschiedlich. 
Dass die Anwesenheit von GRK2 das resultierende FRET-Signal nur wenig beeinflusst, 
könnte ein Hinweis darauf sein, dass Gβγ auf ähnliche Weise an den Rezeptor bindet, 
unabhängig davon, ob es in Komplex mit Gαq oder in Komplex mit GRK2 mit dem Rezeptor 




werden. Das FRET-Signal der Bedingung mit GRK2 (D110A + R587Q) stimmte mit der 
Bedingung ohne GRK2 überein. Dies war zu erwarten, da die Doppelmutante nur eine 
minimale Membrantranslokation gezeigt hatte. 
 
Abbildung 40: Amplitude des FRET-Signals und Expressionslevel zwischen Cer-Gβ1 und M3-AChR-YFP 
in An- oder Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-YFP, Cer-Gβ1 und unmarkiertem Gαq, Gγ2 und den 
unterschiedlichen GRK2-Mutanten oder pcDNA3, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 5 Hz 
unterzogen. (A) M3-AChR Stimulation mit 10 µM ACh führte zu einem Anstieg im FRET, der die Interaktion 
zwischen M3-AChR und Gβγ widerspiegelte. Die Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt und die 
absolute FRET-Änderung nach Stimulation mit 10 µM Acetylcholin dargestellt (MW ± S.E.M.; n≥12). Die 
statistische Auswertung erfolgte durch Bestimmung der absoluten FRET-Änderung jeder Einzelmessung und 
anschließende ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05). (B) Die Einzelmessungen mit GRK2 (K220R) 
wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥14) und die absolute FRET-Änderung im Vergleich zu den, an den gleichen 
Tagen aufgenommenen, Messungen mit Wildtyp-GRK2 dargestellt. (C) Die Auswertung der relativen 




















































































































Das resultierende FRET-Signal in Anwesenheit von GRK2 (R587Q) unterschied sich deutlich 
von den zuvor beschriebenen Bedingungen. Mit dieser Mutante zeigte sich eine zweite Phase 
während der Agonist-Zugabe, die zu einer signifikanten Reduktion des FRET-Ratios führte. 
Die Kinetik dieser zweiten Phase ließ sich mit t½ = 2,73 s (k = 0,25 ± 0,04 s-1) bestimmen, 
womit sie im gleichen Bereich lag wie die Interaktions-Kinetik dieser GRK2-Mutante mit 
dem Rezeptor (t½ = 2,39 s). Dies deutet an, dass die zweite Komponente die Interaktion von 
GRK2 (R587Q) mit dem Rezeptor widerspiegelt. Im Unterschied zu den anderen getesteten 
GRK2-Mutanten weist GRK2 (R587Q) eine reduzierte Gβγ-Bindung auf und wird somit 
allein durch Gαq zum Rezeptor rekrutiert. Die Interaktion von GRK2 (R587Q) mit dem 
Rezeptor führt zu einer Verdrängung von Gβγ, was in der Reduktion des FRET-Ratios 
sichtbar wird. 
Die Auswertung des Expressionsverhältnisses zeigte einen Überschuss von Cerulean-
markiertem Gβ1 über M3-AChR, welches bei der Bedingung ohne GRK2 besonders 
ausgeprägt war (Abbildung 40C). Aus diesem Grund wurde die Amplitude des FRET-Signals 
dieser Bedingung möglicherweise unterschätzt. 
 
Abbildung 41: „Onset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen Cer-Gβ1 und M3-AChR-YFP in An- oder 
Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-YFP, Cer-Gβ1 und unmarkiertem Gαq, Gγ2 und den 
unterschiedlichen GRK2-Mutanten oder pcDNA3, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 65 Hz 
unterzogen. Zum Vergleich der „Onset“-Kinetik des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen wurden 
die Einzelmessungen auf ihre individuelle FRET-Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12). 
Die statistische Auswertung der „Onset“-Kinetik erfolgte durch monoexponentielles Fitten jeder Einzelmessung 













































Tabelle 17: Auswertung der „Onset“-Kinetik der Interaktion zwischen Cer-Gβ1 und M3-AChR-YFP in 
An- oder Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
„Onset“-Kinetik k (1/s) [MW ± S.E.M] t½ (s) 
GRK2 5,08 ± 0,55 0,14 
GRK2 (D110A) 8,87 ± 1,40 0,08 
GRK2 (D110 + R587Q) 6,62 ± 0,79 0,11 
pcDNA3 6,63 ± 0,86 0,11 
 
In der „Onset“-Kinetik zeigten sich mit t½ ≈ 0,1 s keine signifikanten Unterschiede in 
Abwesenheit oder Anwesenheit von GRK2 (Abbildung 41, Tabelle 17). Auch mit den 
anderen getesteten Bedingungen ließen sich eine vergleichbare „Onset“-Kinetik feststellen. 
Dies ist leicht dadurch zu erklären, dass zu diesem frühen Zeitpunkt die GRK2 noch nicht an 
die Membran transloziert war und somit noch kein größerer Einfluss der GRK2 auf die 
Interaktion zu erwarten war. GRK2 (R587Q) und GRK2 (K220R) wurden aufgrund der 
auftretenden zweiten Phase nicht in die Auswertung einbezogen. 
Auch in Bezug auf die „Offset“-Kinetik der Gβγ-M3-AChR-Interaktion waren deutliche 
Unterschiede in Abwesenheit oder Anwesenheit von GRK2 zu erkennen. Die Dissoziation 
von Gβγ vom M3-AChR erfolgte in Abwesenheit von GRK2 oder in Anwesenheit von GRK2 
(D110A + R587Q) mit t½ = 1,0 s besonders schnell und folgte einem monoexponentiellen 
Verlauf (Abbildung 42, Tabelle 18). Diese beiden Bedingungen veranschaulichen 
dementsprechend die schnelle Dissoziation der aktivierten Gq-Proteine vom Rezeptor. In 
Anwesenheit von GRK2 oder GRK2 (D110A) dissoziierte Gβγ deutlich langsamer und die 
„Offset“-Kinetik folgte einer biexponentiellen Funktion mit t½(1) = 1,0 s und t½(2) = 21,5 s 
(GRK2). Die Halbwertszeit der ersten schnellen Komponente entsprach der Halbwertszeit in 
Abwesenheit von GRK2. Dies spricht dafür, dass die schnelle Phase durch Gβγ hervorgerufen 
wurde, das sich nicht in Komplex mit GRK2 befand. Der Hauptteil der Kinetik wurde 
allerdings durch den zweiten langsameren Teil bestimmt. Wie schon in Abschnitt 3.1.2 
beschrieben geht die GRK2 eine stabile Interaktion mit dem Rezeptor ein. Gleichzeitig bindet 
sie Gβγ. Die langsame Komponente in Anwesenheit von GRK2 kann also durch die stabile 
Interaktion von GRK2 mit dem Rezeptor erklärt werden, durch die gleichzeitig Gβγ in der 





Abbildung 42: „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen Cer-Gβ1 und M3-AChR-YFP in An- oder 
Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
Zum Vergleich der „Offset“-Kinetik des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen des in Abbildung 40 
dargestellten FRET-Experiments wurden die Einzelmessungen auf ihre individuelle FRET-Änderung 
normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12). Die statistische Auswertung erfolgte durch biexponentielles 
Fitten der Mittelwertskurve. 
 
Tabelle 18: Auswertung der „Offset“-Kinetik der Interaktion zwischen Cer-Gβ1 und M3-AChR-YFP in 
An- oder Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
Im Fall biexponentieller Kinetik sind erste und zweite Phase als (1) und (2) in Kombination mit dem jeweiligen 
Anteil der beiden Phasen an der Gesamtkinetik dargestellt. 
„Offset“-Kinetik k (1/s) t½ (s) 
























GRK2 (D110 + R587Q) 0,7 1,0 



















































































Um diese Interpretation zu überprüfen, wurden die Dissoziations-Kinetik der GRK2-M3-
AChR-Interaktion und der Gβγ-M3-AChR-Interaktion in Anwesenheit von GRK2 genauer 
verglichen (Abbildung 43). Beide Kurven zeigten sehr ähnliche Verläufe, wodurch bestätigt 
wird, dass GRK2 und Gβγ als Komplex eine stabile Interaktion mit dem Rezeptor eingehen. 
Gleichzeitig weist dieses Ergebnis darauf hin, dass der GRK2-Gβγ-Komplex gleichzeitig vom 
Rezeptor dissoziiert. 
 
Abbildung 43: Vergleich der „Offset“-Kinetik der FRET-Signale zwischen M3-AChR und GRK2 bzw. 
Gβγ in Anwesenheit von GRK2 
Die „Offset“-Kinetik der FRET-Signale zwischen M3-AChR und GRK2 (Abbildung 24) und M3-AChR und Gβγ 
in Anwesenheit von GRK2 (Abbildung 42) wurden auf ihre individuelle FRET-Änderung normalisiert und 
gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥12). 
Auch GRK2 (R587Q) verlangsamt die Dissoziation von Gβγ im Vergleich zur 
Doppelmutante, allerdings in geringerem Maße als Wildtyp-GRK2 (Tabelle 18). Eine 
mögliche Erklärung stellt die verbleibende Gαq-Bindung dar, die diese Mutante zum Rezeptor 










































Um das gerade beschriebene FRET-Experiment zu bestätigen, wurden die Versuche mit dem 
FRET-Partner CFP-Gγ2 anstelle von Cer-Gβ1 wiederholt. Wie Abbildung 44 zeigt, sind die 
Ergebnisse mit dem vorherigen Experiment vergleichbar. Die Anwesenheit von GRK2 führte 
zu einer deutlichen Verlangsamung der „Offset“-Kinetik und GRK2 (R587Q) zeigte während 
der Stimulation eine zweite Phase, die zu einem Abfall des FRET-Ratios führte. Bei der 
Beurteilung der Ergebnisse dieses Experiments ist allerdings in Betracht zu ziehen, dass ein 
ungünstiges Expressionsverhältnis mit einem Überschuss an CFP vorlag. Eine Beeinflussung 
der Amplitude der FRET-Signale ist in diesem Fall also nicht auszuschließen. 
 
Abbildung 44: Amplitude des FRET-Signals und Expressionslevel zwischen CFP-Gγ2 und M3-AChR-YFP 
in An- oder Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-YFP, CFP-Gγ2 und unmarkiertem Gαq, Gβ1 und den 
unterschiedlichen GRK2-Mutanten oder pcDNA3, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 5 Hz 
unterzogen. (A) Die Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥2) und die absolute 
FRET-Änderung nach Stimulation mit 10 µM ACh dargestellt. (B) Die Auswertung der relativen 
































































3.2.2 Interaktion von Gαq mit M3-AChR 
Entsprechend zu Abschnitt 3.1.6 sollte auch die Interaktion von Gαq mit dem M3-AChR 
mittels FRET-Experimenten untersucht werden. Aus diesem Grund wurden HEK293T-Zellen 
mit M3-AChR-YFP, Gαq-CFP und unmarkiertem Gβ1 und Gγ2 transfiziert. 
 
Abbildung 45: Beispiel einer FRET-Messung zwischen M3-AChR-YFP und Gαq-CFP 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-YFP, Gαq-CFP, und unmarkiertem Gβ1 und Gγ2, wurden einem 
FRET-Experiment mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Eine Stimulation des M3-ACh-Rezeptors mit 10 µM 
Acetylcholin führte zu einem leichten, reversiblen Anstieg im FRET, der die Interaktion zwischen M3-AChR 
und Gαq widerspiegelte. 
Wie Abbildung 45 zeigt, konnte zwischen diesen FRET-Partnern, wenn überhaupt, nur ein 
kleines agonistabhängiges FRET-Signal gemessen werden, so dass keine reproduzierbare 
Durchführung dieses Experiments möglich war. Eine mögliche Ursache besteht darin, dass 
der Abstand zwischen beiden Fluorophoren im Komplex zu groß oder ihre Orientierung 
zueinander ungünstig war. Mit einem M3-AChR-Konstrukt, das nicht am C-Terminus, 
sondern in der dritten intrazellulären Schleife mit dem Fluorophor markiert war, konnte ein 























3.2.3 Interaktion zwischen Gαq und Gβγ 
Im nächsten Schritt wurde in FRET-Experimenten der Einfluss von GRK2 auf die Interaktion 
zwischen Gαq und Gβγ untersucht. HEK293T-Zellen wurden dazu mit Gαq-YFP, Cer-Gβ1, 
unmarkiertem M3-AChR, Gγ2 sowie GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten bzw. 
pcDNA3 transfiziert. 
In Abwesenheit von GRK2 resultierte die Rezeptorstimulation mit 10 µM ACh in einem 
FRET-Abfall von Δ(FYFP/FCFP) = -0,034 ± 0,005, der die Aktivierung des Gq-Proteins 
widerspiegelt (Abbildung 46A). Die Anwesenheit von GRK2 führte zu einer signifikanten 
Vergrößerung der Amplitude des agonistabhängigen FRET-Signals um mehr als das 
Vierfache (Δ(FYFP/FCFP) = -0,153 ± 0,009). Dieser Effekt wurde bereits in (Jensen et al., 2009) 
beschrieben und beruht darauf, dass Gαq und Gβγ in Abwesenheit der GRK2 nicht vollständig 
dissoziieren, sondern nur eine Konformationsänderung durchführen und dadurch nur ein 
vergleichsweise kleines FRET-Signal hervorrufen. Erst wenn durch Anwesenheit der GRK2 
weitere Bindestellen für Gαq und Gβγ zur Verfügung gestellt werden, kommt es zur 
vollständigen Separierung dieser beiden, wodurch die Vergrößerung des FRET-Signals erklärt 
werden kann. In diesem Zusammenhang ist es verständlich, dass das FRET-Signal in 
Anwesenheit von GRK2 (D110A + R587Q) sehr ähnlich zum Signal ohne GRK2 war. Die 
Bedingung mit GRK2 (K220R) (Abbildung 46B) war nicht signifikant unterschiedlich zum 
Wildtyp. In Anwesenheit von GRK2 (R587Q) oder GRK2 (D110A) lag das FRET-Signal 
zwischen den beiden anderen Bedingungen. GRK2 (R587Q) war dabei gegenüber dem 
Wildtyp signifikant reduziert, während GRK2 (D110A) eine Tendenz in die gleiche Richtung 
zeigte. Hier spielt sehr wahrscheinlich eine Rolle, dass die Gαq-Bindung von GRK2 (D110A) 
nicht komplett aufgehoben ist (Abschnitt 3.1.4.2). Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass 
eine vollständige Dissoziation des Gq-Proteins nur bei gleichzeitiger Bindung von Gαq und 
Gβγ an die GRK2 erfolgt. Aber auch bei alleiniger Bindung von Gαq oder Gβγ scheint im 
Vergleich zur Abwesenheit von GRK2 eine stärkere Trennung der beiden Untereinheiten 
stattzufinden. Die Auswertung der Expressionslevel ergab einen Überschuss an YFP-
markiertem Gαq gegenüber Cer-Gβ1, so dass ein Einfluss des Expressionslevels auf die 






Abbildung 46: Amplitude des FRET-Signals und Expressionslevel zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 in An- 
und Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Gαq-YFP, Cer-Gβ1 und unmarkiertem M3-AChR, Gγ2 und den 
unterschiedlichen GRK2-Mutanten oder pcDNA3, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz 
unterzogen. (A) M3-AChR-Stimulation mit 10 µM ACh führte zu einer Abnahme im FRET, die eine Änderung 
in Abstand oder Orientierung von Gαq und Gβγ widerspiegelte. Die Einzelmessungen jeder Bedingung wurden 
gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥10) und die absolute FRET-Änderung nach Stimulation mit 10 µM Acetylcholin 
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte durch Bestimmung der absoluten FRET-Änderung jeder 
Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05). (Aa) Vergrößerung der 
initialen „Onset“-Phase der in (A) gezeigten Mittelwertkurven. (B) Die Einzelmessungen mit GRK2 (K220R) 
wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥10) und die absolute FRET-Änderung im Vergleich zu den Messungen mit 
Wildtyp-GRK2 dargestellt, die am gleichen Tag gemessen wurden. (C) Die Auswertung der relativen 











































































































In Anwesenheit von GRK2 spiegelt das FRET-Signal zwei Vorgänge in der Zelle wider: 
Zunächst die Aktivierung des Gq-Proteins und nachfolgend die Bindung von Gαq und Gβγ an 
die GRK2. Diese Interpretation wird dadurch unterstützt, dass die „Onset“-Kinetik in 
Anwesenheit von GRK2 durch eine biexponentielle Funktion beschrieben werden kann, 
während sich bei Abwesenheit von GRK2 ein monoexponentieller Verlauf zeigt. Wie in 
Abbildung 46Aa dargestellt, erfolgte in Anwesenheit von GRK2 zunächst ein schneller Abfall 
des FRET-Ratios. Diese Komponente war mit der Kinetik in Abwesenheit von GRK2 
vergleichbar und kann dementsprechend der Aktivierung des Gq-Proteins zugeordnet werden. 
Es folgte eine zweite Phase mit langsamerer Kinetik, die durch die nachfolgende Bindung des 
Gq-Proteins durch die GRK2 hervorgerufen wurde und zur Vergrößerung des FRET-Signals 
führte. Verglichen mit Wildtyp-GRK2 erschien mit GRK2 (R587Q) die Kinetik der zweiten 
Phase verlangsamt zu sein. Dies ließe sich dadurch erklären, dass in diesem Fall 
ausschließlich eine Bindung an Gαq stattfindet, was im Vergleich zur Gβγ-Bindung mit 
langsamerer Kinetik abläuft. 
Um auszuschließen, dass die GRK2 bereits im unstimulierten Zustand Gαq und Gβγ bindet 
und dadurch die Ergebnisse der FRET-Experimente beeinflusst, wurde das initiale FRET-
Ratio jeder Einzelmessung bestimmt. 
 
Abbildung 47: Initiales FRET-Ratio zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 in An- und Abwesenheit von GRK2 
oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
Zum Vergleich des intitialen FRET-Ratios der unterschiedlichen Bedingungen des in Abbildung 46 dargestellten 
FRET-Experiments wurde bei jeder Einzelmessung das FRET-Ratio zu Messbeginn bestimmt und gemittelt 


















































Eine Interaktion zwischen GRK2 und den Gq-Protein-Untereinheiten würde sich in 
unterschiedlichen Ausgangsratien der verschiedenen Bedingungen ausdrücken. Wie 
Abbildung 47 zeigt, besteht kein Unterschied zwischen den Bedingungen. Dementsprechend 
darf angenommen werden, dass es im unstimulierten Zustand keinen Einfluss der GRK2 auf 
die Interaktion zwischen Gαq und Gβγ gibt, oder dass dieser zumindest in allen Fällen gleich 
ist. 
Um die „Onset“-Kinetik der einzelnen Bedingungen genauer aufzuklären, wurden FRET-
Experimente mit höherer Messfrequenz durchgeführt. In diesen Experimenten bestätigte sich 
der monoexponentielle Verlauf der „Onset“-Kinetik bei Abwesenheit von GRK2 oder 
Anwesenheit von GRK2 (D110A + R587Q), genauso wie die biexponentielle Kinetik in 
Anwesenheit von GRK2, GRK2 (K220R) und GRK2 (D110A) (Abbildung 48, Tabelle 19). 
Im Unterschied zum vorherigen Experiment ließ sich die Bedingung mit GRK2 (R587Q) in 
dieser Messreihe besser durch eine monoexponentielle als durch eine biexponentielle Kinetik 
wiedergeben. 
 
Abbildung 48: „Onset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 in An- und 
Abwesenheit von GRK2 oder den unterschiedlichen GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Gαq-YFP, Cer-Gβ1 und unmarkiertem M3-AChR, Gγ2 und den 
unterschiedlichen GRK2-Mutanten oder pcDNA3, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 65 Hz 
unterzogen. Zum Vergleich der „Onset“-Kinetik des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen wurden 
die Einzelmessungen auf ihre individuelle FRET-Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥10). 
Die statistische Auswertung der „Onset“-Kinetik erfolgte durch monoexponentielles bzw. biexponentielles Fitten 






























t (1) 0.46 s½





















Tabelle 19: Auswertung der „Onset“-Kinetik der Interaktion zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 in 
Anwesenheit der unterschiedlichen GRK2-Varianten 
Im Fall biexponentieller Kinetik sind erste und zweite Phase als (1) und (2) in Kombination mit dem jeweiligen 
Anteil der beiden Phasen an der Gesamtkinetik dargestellt. 
 „Onset“-Kinetik 
k (1/s) [MW ± S.E.M] t½ (s) 
GRK2 (1) 1,51 ± 0,18 





GRK2 (K220R) (1) 2,40 ± 0,39 





GRK2 (D110A) (1) 1,86 ± 0,20 





GRK2 (R587Q) 4,24 ± 0,44 0,16 
GRK2 (D110 + R587Q) 4,30 ± 0,41 0,16 
pcDNA3 5,10 ± 0,60 0,14 
 
Zur Auswertung der „Offset“-Kinetik wurde das zu Beginn beschriebene FRET-Experiment 
mit langsamerem Messintervall herangezogen (Abbildung 46). Die getesteten Bedingungen 
ließen sich bezüglich ihrer „Offset“-Kinetik in zwei Gruppen einteilen (Abbildung 49). Die 
Bedingungen ohne GRK2 sowie mit GRK2 (D110A + R587Q) und mit GRK2 (R587Q) 
zeigten eine langsame „Offset“-Kinetik mit t½ ≈ 50 s (Tabelle 20). Im Gegensatz dazu war die 
„Offset“-Kinetik in Anwesenheit von GRK2, GRK2 (K220R) oder GRK2 (D110A) etwa 
doppelt so schnell. Dies könnte durch eine gewisse GAP-Aktivität der GRK2 auf Gαq bedingt 







Abbildung 49: „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 in Anwesenheit der 
unterschiedlichen GRK2-Varianten 
Zum Vergleich der „Offset“-Kinetik des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen des in Abbildung 46 
dargestellten FRET-Experiments wurden die Einzelmessungen auf ihre individuelle FRET-Änderung 
normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥10). Die statistische Auswertung erfolgte durch 
monoexponentielles Fitten jeder Einzelmessung und anschließende ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test 
(*: p<0,05). 
 
Tabelle 20: Auswertung der „Offset“-Kinetik der Interaktion zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 in 
Anwesenheit der unterschiedlichen GRK2-Varianten 
 „Offset“-Kinetik 
k (1/s) [MW ± S.E.M] t½ (s) 
GRK2 0,029 ± 0,003 23,8 
GRK2 (K220R) 0,031 ± 0,002 22,6 
GRK2 (D110A) 0,035 ± 0,004 19,73 
GRK2 (R587Q) 0,015 ± 0,001 46,2 
GRK2 (D110 + 
R587Q) 
0,010 ± 0,002 66,7 
pcDNA3 0,014 ± 0,003 47,9 
 
Die in den bisher beschriebenen FRET-Experimenten bestimmten Daten zur „Onset“- und 
„Offset“-Kinetik sind zur besseren Übersicht in Tabelle 21 zusammengefasst. Im Fall einer 
biexponentiellen Kinetik sind erste und zweite Phase als (1) und (2) in Kombination mit dem 

























































Zusätzlich zu den in Abschnitt 3.1.5 dargestellten Konzentrations-Wirkungs-Kurven war zur 
Simulation der Reaktionskonstanten der einzelnen Interaktionen die Aufnahme von weiteren 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven erforderlich, unter anderem von der Aktivierung des 
Gq-Proteins sowie von Interaktionen der GRK2-Mutanten. HEK293T-Zellen wurden dazu auf 
die gleiche Weise transfiziert, wie es in den entsprechenden Abschnitten beschrieben wurde. 
 
Abbildung 50: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Aktivierung des Gq-Proteins und der Gq-Protein-
GRK2 Interaktion 
HEK293T-Zellen, transfiziert wie zuvor bei den betreffenden FRET-Experimenten beschrieben, wurden FRET-
Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an 
Acetylcholin stimuliert bis die maximale agonistinduzierte FRET-Änderung erreicht wurde. Die absolute FRET-
Änderung jeder Agonist-Konzentration wurde auf die FRET-Änderung der sättigenden Agonist-Konzentration 
normalisiert. Für jede Bedingung wurden die Daten der einzelnen Agonist-Konzentrationen gemittelt und 
graphisch dargestellt (MW ± S.E.M.; n≥9). Für die statistische Auswertung wurde der log (EC50) jeder 
Einzelmessung bestimmt und eine ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05) durchgeführt. Die Kurven 
der Gαq-GRK2 und der Gβγ-GRK2 Interaktion wurden bereits in Abbildung 36 gezeigt und sind hier zur 
besseren Vergleichbarkeit erneut dargestellt. 
Wie Abbildung 50 zeigt, unterschieden sich die G-Protein-bindereduzierten GRK2-Mutanten 
in ihrer Interaktion mit der jeweils nicht betroffenen G-Protein-Untereinheit nicht signifikant 
vom Wildtyp. Die beiden Kurven der Wildtyp-GRK2 wurden bereits in Abbildung 36 gezeigt 
und sind hier zur besseren Vergleichbarkeit erneut dargestellt. Die Konzentrations-Wirkungs-
Kurve der Gαq-Gβγ-Interaktion war nicht signifikant unterschiedlich zur Gαq-GRK2-
Interaktion, während sie zur Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gβγ-GRK2-Interaktion 
signifikant linksverschoben war. Die Interaktion von Gαq mit der GRK2 spiegelt 










G -αq GRK2 (R587Q)



































dementsprechend die Aktivierung des Gq-Proteins wider. Die EC50-Werte dieser und der 
folgenden Experimente sind in Tabelle 22 zusammengefasst. 
Der Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Interaktion der GRK2 oder der 
GRK2-Mutanten mit dem M3-AChR ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen 
Wildtyp-GRK2 und Gαq-bindereduzierter GRK2 (D110A) (Abbildung 51). Die 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Gβγ-bindereduzierten GRK2 (R587Q) war allerdings 
gegenüber der GRK2 (D110A) signifikant linksverschoben. 
 
Abbildung 51: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Interaktion des M3-ACh-Rezeptors mit GRK2 oder 
den GRK2-Mutanten 
HEK293T-Zellen, transfiziert wie zuvor beschrieben, wurden FRET-Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz 
unterzogen. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an Acetylcholin stimuliert bis die maximale 
agonistinduzierte FRET-Änderung erreicht wurde. Die absolute FRET-Änderung jeder Agonist-Konzentration 
wurde auf die FRET-Änderung der sättigenden Agonist-Konzentration normalisiert. Für jede Bedingung wurden 
die Daten der einzelnen Agonist-Konzentrationen gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥9) und graphisch dargestellt. 
Dieses Ergebnis spricht für eine verglichen zum Wildtyp etwas verbesserte Interaktion der 
Gβγ-bindereduzierten GRK2-Mutante mit dem Rezeptor. In Verbindung mit der in Abbildung 
20 und in Abbildung 24 gezeigten verzögerten Dissoziation dieser GRK2-Mutante vom 
Rezeptor, weist dieses Ergebnis darauf hin, dass der Rezeptor eine höhere Bindeaffinität zu 
GRK2 (R587Q) als zu Wildtyp-GRK2 besitzt. In Abhängigkeit von der Bindung von Gαq und 
Gβγ an die GRK2 scheint die GRK2 also in unterschiedlichen Konformationen an den 
Rezeptor binden zu können. Wie bereits in Abschnitt 3.1.5 beschrieben, ist die 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Interaktion von GRK2 mit dem Rezeptor gegenüber der 
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Aktivierung des Gq-Proteins signifikant rechtsverschoben, da ein gewisser Anteil aktivierter 
Rezeptoren zur maximalen Gq-Protein-Aktivierung bereits ausreichend ist (Rezeptorreserve). 
Auch die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Interaktion von Arrestin mit dem Rezeptor 
und der Interaktion von Gβγ mit dem Rezeptor waren gegenüber der Gq-Protein-Aktivierung 
deutlich rechtsverschoben (Abbildung 52). Dieses Ergebnis hängt sehr wahrscheinlich auch 
wieder mit der Rezeptorreserve zusammen, so dass zur maximalen Aktivierung der 
Rezeptoren höhere Agonist-Konzentrationen erforderlich sind. 
 
Abbildung 52: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Interaktion des M3-ACh-Rezeptors mit Gβγ oder 
Arrestin3 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-YFP, Cer-Gβ1, unmarkiertem Gαq, Gγ2 und pcDNA3 oder 
M3-AChR-YFP, mTurq-Arrestin, unmarkiertem Gαq, Gβ1, Gγ2 und GRK2, wurden FRET-Experimenten mit 
einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an Acetylcholin 
stimuliert bis die maximale agonistinduzierte FRET-Änderung erreicht wurde. Die absolute FRET-Änderung 
jeder Agonist-Konzentration wurde auf die FRET-Änderung der sättigenden Agonist-Konzentration 
normalisiert. Für jede Bedingung wurden die Daten der einzelnen Agonist-Konzentrationen gemittelt und 
graphisch dargestellt (MW ± S.E.M.; n≥13). Für die statistische Auswertung wurde der log (EC50) jeder 
Einzelmessung bestimmt und eine ANOVA mit Bonferroni Posthoc-Test (*: p<0,05) durchgeführt. 
  











































Tabelle 22: Auswertung der EC50-Werte der in Abbildung 50, Abbildung 51 und Abbildung 52 
dargestellten Konzentrations-Wirkungs-Kurven 
Interaktion log (EC50)  
[MW ± S.E.M.] 
EC50 
Gαq-Gβγ -8,72 ± 0,11 1,93 nM ACh 
Gαq-GRK2 -8,60 ± 0,07 2,52 nM ACh 
Gαq-GRK2 (R587Q) -8,51 ± 0,09 3,08 nM ACh 
Gβγ-GRK2 -8,24 ± 0,08 5,82 nM ACh 
Gβγ-GRK2 (D110A) -8,10 ± 0,06 7,98 nM ACh 
M3-AChR-GRK2 -8,00 ± 0,10 10,01 nM ACh 
M3-AChR-GRK2 (D110A) -7,78 ± 0,08 15,96 nM ACh 
M3-AChR-GRK2 (R587Q) -8,34 ± 0,10 4,54 nM ACh 
M3-AChR-Arrestin -6,11 ± 0,04 0,79 µM ACh 





3.2.5 Kinetik der GRK2-Rekrutierung zum M3-ACh-Rezeptor bei 
unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen 
Um die Plausibilität der computerbasierten Simulation unter verschiedenen Bedingungen 
überprüfen zu können, ist die Kinetik der einzelnen Interaktionen bei unterschiedlichen 
Agonist-Konzentrationen von großer Bedeutung. Aus diesem Grund wurden die Messdaten 
zur Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven zusätzlich kinetisch ausgewertet, um die 
benötigten Daten für die unterschiedlichen Acetylcholin-Konzentrationen zu erhalten. 
 
Abbildung 53: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 bei 
unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Gαq-YFP und Cer-Gβ1 und unmarkiertem M3-AChR, Gγ2 und pcDNA3, 
wurden FRET-Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen und mit verschiedenen Agonist-
Konzentrationen stimuliert. Zum Vergleich der „Onset“- und „Offset“-Kinetik wurden die FRET-Signale jeweils 
auf ihre individuelle FRET-Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n=10). 
Der Einfluss der Agonist-Konzentration auf die Aktivierung und Deaktivierung des 
Gq-Proteins ist in Abbildung 53 dargestellt. Die Aktivierung der Gq-Proteine erfolgte bei 
niedrigen Agonist-Konzentrationen erwartungsgemäß nicht nur zu einem geringeren Ausmaß, 
wie im vorherigen Abschnitt dargestellt, sondern auch mit deutlich langsamerer Kinetik. Dies 
ist dadurch zu erklären, dass nur wenige M3-ACh-Rezeptoren aktiviert werden und die 
Aktivierung der Gq-Proteine deshalb langsamer erfolgt. Auf die Deaktivierung der 
Gq-Proteine haben die unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen dagegen kaum einen 




























































































Abbildung 54: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen Gαq-YFP und GRK2-mTurq 
bzw. GRK2 (R587Q)-mTurq bei unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Gαq-YFP, GRK2-mTurq bzw. GRK2 (R587Q)-mTurq und unmarkiertem 
M3-AChR, Gβ1 und Gγ2, wurden FRET-Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen und mit 
verschiedenen Agonist-Konzentrationen stimuliert. Zum Vergleich der „Onset“- und „Offset“-Kinetik wurden 
die FRET-Signale jeweils auf ihre individuelle FRET-Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥9). 
Ähnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei der Auswertung der Interaktionen zwischen Gαq 
und GRK2 (Abbildung 54), Gβγ und GRK2 (Abbildung 55), M3-AChR und GRK2 
(Abbildung 56) und M3-AChR und Gβγ (Abbildung 57). In einigen Fällen, z.B. bei der 















































































































































































verlangsamte „Offset“-Kinetik (Abbildung 57B). Dieses Ergebnis ist unerwartet und sehr 
wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass der Agonist beim Auswaschvorgang nicht schnell 
genug von der Zelle entfernt werden kann. 
 
Abbildung 55: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen Cer-Gβ1 und GRK2-YFP bzw. 
GRK2 (D110A)-YFP bei unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit Cer-Gβ1, GRK2-YFP bzw. GRK2 (D110A)-YFP und unmarkiertem 
M3-AChR, Gαq und Gγ2, wurden FRET-Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen und mit 
verschiedenen Agonist-Konzentrationen stimuliert. Zum Vergleich der „Onset“- und „Offset“-Kinetik wurden 














































































































































































































































































































































































































































Abbildung 56: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen M3-AChR-mTurq und YFP-
markierter GRK2, GRK2 (D110A) oder GRK2 (R587Q) bei unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-mTurq, YFP-markierter GRK2, GRK2 (D110A) oder GRK2 
(R587Q) und unmarkiertem Gαq, Gβ1 und Gγ2, wurden FRET-Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz 
unterzogen und mit verschiedenen Agonist-Konzentrationen stimuliert. Zum Vergleich der „Onset“- und 
„Offset“-Kinetik wurden die FRET-Signale jeweils auf ihre individuelle FRET-Änderung normalisiert und 
gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥9). 
 
 
Abbildung 57: „Onset“- und „Offset“-Kinetik des FRET-Signals zwischen M3-AChR-YFP und Cer-Gβ1 
bei unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit M3-AChR-YFP, Cer-Gβ1 und unmarkiertem Gαq, Gγ2 und pcDNA3, wurden 
FRET-Experimenten mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen und mit verschiedenen Agonist-Konzentrationen 
stimuliert. Zum Vergleich der „Onset“- und „Offset“-Kinetik wurden die FRET-Signale jeweils auf ihre 
individuelle FRET-Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n=14). 
Zusammenfassend konnte im zweiten Teil dieser Arbeit durch FRET-Experimente detailliert 
die Kinetik der einzelnen an der GRK2-Rekrutierung zum M3-ACh-Rezeptor beteiligten 
Schritte bei verschiedenen Agonist-Konzentrationen aufgeklärt werden. Zur Abschätzung der 
Sensitivität der Interaktionen wurden zusätzlich Konzentrations-Wirkungs-Kurven 
aufgenommen. Ausgehend von den hier ermittelten Daten werden in Kooperation mit Dr. Dr. 
Leif Hommers vom Klinikum der Universität Würzburg die zugehörigen Reaktionskonstanten 
der einzelnen Schritte mit Hilfe der Software Virtual Cell (Moraru et al., 2008) simuliert. Das 
erstellte kinetische Modell soll zu einem besseren Verständnis der GRK2-Rekrutierung zu 






















































































3.3 Ergebnisanhang: Charakterisierung von Gαq (P185K) 
Wie in Abschnitt 3.1.2.3 schon beschrieben, waren die Experimente mit der GRK2-
bindedefizienten Gαq-Mutante, Gαq (P185K), nicht erfolgreich. Gαq (P185) wurde im 
M3-AChR-GRK2-Interaktions-Experiment mit dem Ziel eingesetzt, den Einfluss von Gαq auf 
die Interaktion zwischen M3-ACh-Rezeptor und GRK2 zu klären. Die Dissoziation von 
GRK2 vom M3-AChR war bei Überexpression von Gαq (P185K) im Vergleich zu 
Wildtyp-Gαq signifikant beschleunigt (Abbildung 27 und Abbildung 58A). Dies wurde 
zunächst als weiterer Hinweis darauf gedeutet, dass Gαq die Interaktionsstabilität zwischen 
GRK2 und dem M3-AChR erhöht. 
Gαq (P185K) wurde in weiteren FRET-Experimenten genauer charakterisiert. Im M3-AChR-
GRK2-Experiment wurde Gαq (P185K) mit GRK2 (R587Q) kombiniert. Verglichen mit der 
Kombination aus Wildtyp-Gαq und GRK2 (R587Q) sollte die GRK2-Bindedefizienz von 
Gαq (P185K) in einer Reduktion des FRET-Signals zum Ausdruck kommen. Wie in 
Abbildung 58B dargestellt ist, zeigten beide Bedingungen allerdings eine vergleichbare 
Amplitude des FRET-Signals, was darauf schließen lässt, dass die Mutante Gαq (P185K) 
immer noch in der Lage ist, mit GRK2 zu interagieren. 
Diese Interaktion wurde deshalb anschließend in FRET-Experimenten zwischen GRK2 und 
Gαq direkt untersucht (Abbildung 58D). Im Vergleich zur Kontrollbedingung mit 
Wildtyp-Gαq war das FRET-Signal mit Gαq (P185K) nicht reduziert, sondern, im Gegenteil, 
sogar vergrößert. Eine mögliche Ursache für diesen Effekt wurde darin gesehen, dass die 
GRK2 durch die Interaktion mit Gβγ in die Nähe von Gαq gebracht wird. Um dies 
auszuschließen, wurde jeweils die Gβγ-bindedefiziente GRK2 (R587Q) cotransfiziert, die 
nicht in der Lage ist, Gβγ-vermittelt an die Membran zu translozieren. Aber auch in diesem 
Fall war mit Gαq (P185K) weiterhin ein FRET-Signal sichtbar, was die Hinweise auf eine 
verbleibende Interaktion mit GRK2 verstärkt. Zur Klärung der Frage nach dem Effekt von 
Gαq auf die GRK2-M3-AChR Interaktion kann die Mutante Gαq (P185K) dementsprechend 





Abbildung 58: Eigenschaften von Gαq (P185K) im Vergleich zu Wildtyp-Gαq in verschiedenen FRET-
Experimenten 
(A) Zum Vergleich der „Offset“-Kinetik des FRET-Signals der unterschiedlichen Bedingungen des in Abbildung 
27 dargestellten FRET-Experiments zwischen M3-AChR-mTurq und GRK2-YFP wurden die Einzelmessungen 
auf ihre individuelle FRET-Änderung normalisiert und gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥11). (B) HEK293T-Zellen, 
transfiziert mit M3-AChR-mTurq, YFP-markierter GRK2 oder GRK2 (R587Q), Gβ1, Gγ2 und Wildtyp-Gαq oder 
Gαq (P185K), wurden mit einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die Einzelmessungen 
jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n=6, n=2 für Wildtyp-GRK2) und die absolute FRET-
Änderung nach Stimulation des M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. (C) HEK293T-Zellen, 
transfiziert mit Cer-Gβ1, YFP-markierter GRK2 oder GRK2 (D110A) und unmarkiertem M3-AChR, Gγ2 und 
Wildtyp-Gαq oder Gαq (P185K), wurden mit einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die 
Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n=6) und die absolute FRET-Änderung 
nach Stimulation des M3-AChR mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. (D) HEK293T-Zellen, transfiziert mit 
Gαq-CFP oder Gαq (P185K)-CFP, YFP-markierter GRK2 oder GRK2 (R587Q) und unmarkiertem M3-AChR, 
Gβ1 und Gγ2, wurden mit einer FRET-Messung mit einer Frequenz von 2 Hz unterzogen. Die Einzelmessungen 
jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥4) und die absolute FRET-Änderung nach Stimulation des 
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Allerdings bleibt die Frage bestehen, wieso Gαq (P185K) die Dissoziations-Kinetik in den 
FRET-Experimenten zwischen M3-AChR und GRK2 (Abbildung 58A), sowie auch zwischen 
GRK2 und Gαq (Abbildung 58D) und zwischen GRK2 und Gβγ (Abbildung 58C) 
beschleunigt. Um dies zu klären, wurde die Deaktivierung des G-Proteins im FRET-
Experiment zwischen Gαq (P185K) und Gβγ untersucht (Abbildung 59). 
 
Abbildung 59: Charakterisierung von Gαq (P185K) im Vergleich zum Wildtyp im FRET-Experiment 
zwischen Gαq-YFP und Cer-Gβ1 
HEK293T-Zellen, transfiziert mit YFP-markiertem Gαq oder Gαq (P185K), Cer-Gβ1 und unmarkiertem 
M3-AChR, Gγ2 und GRK2, GRK2 (R587Q) oder pcDNA3, wurden einer FRET-Messung mit einer Frequenz 
von 2 Hz unterzogen. (A) Die Einzelmessungen jeder Bedingung wurden gemittelt (MW ± S.E.M.; n≥4) und die 
absolute FRET-Änderung nach Stimulation mit 10 µM Acetylcholin dargestellt. (B) Zum Vergleich der 
„Offset“-Kinetik des FRET-Signals wurden die Einzelmessungen der unterschiedlichen Bedingungen auf ihre 








































































Im Vergleich zu den Bedingungen mit Wildtyp-Gαq hat die Anwesenheit von Gαq (P185K) 
keinen signifikanten Einfluss auf die Amplituden der erhaltenen FRET-Signale. Allerdings 
lässt sich auch hier wieder ein Effekt auf die Dissoziations-Kinetik feststellen. Insbesondere 
in Anwesenheit von GRK2 beschleunigt Gαq (P185K) die „Offset“-Kinetik. Eine mögliche 
Erklärung für diesen Effekt wäre, dass Gαq (P185K) immer noch an die GRK2 bindet, 
allerdings auf eine andere Weise als Wildtyp-Gαq, und dass dadurch eine bisher nicht 






Schon vor 28 Jahren wurde die GRK2 über ihre Fähigkeit, β-adrenerge Rezeptoren zu 
phosphorylieren, entdeckt und zunächst als βARK bezeichnet (Benovic et al., 1986). Seitdem 
wurde die GRK2 intensiv erforscht und zahlreiche weitere Funktionen und Interaktionspartner 
identifiziert. Da sich schnell herausstellte, dass die GRK2 nicht nur mit β-adrenergen 
Rezeptoren, sondern allgemein mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren interagiert, wurde sie 
in G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 umbenannt (Palczewski und Benovic, 1991). 
Gleichzeitig wurden weitere Kinasen mit ähnlicher Funktion gefunden, die der gleichen 
Gruppe zugeordnet wurden (Lorenz et al., 1991). Inzwischen ist die Desensibilisierung 
aktivierter G-Protein-gekoppelter Rezeptoren durch die GRK2 im Zusammenspiel mit 
Arrestin intensiv erforscht (Lefkowitz et al., 1990; Lohse et al., 1990; Krasel et al., 2005), 
genauso wie wichtige Mechanismen, die dafür sorgen, dass die zytosolisch lokalisierte GRK2 
an die Membran transloziert und mit aktivierten Rezeptoren interagiert. Dazu gehört die 
Interaktion der GRK2 mit freien Gβγ-Untereinheiten und negativ geladenen Phospholipiden 
der Membran. Diese Interaktionen wurden zunächst über “pull-down”-Experimente, 
Mutationsanalysen und die Messung der Rezeptorphosphorylierung aufgeklärt (Haga und 
Haga, 1992; Pitcher et al., 1992; Koch et al., 1993; Touhara et al., 1995; Onorato et al., 1995; 
DebBurman et al., 1996). Die Interaktion der GRK2 mit Gβγ wurde anschließend auch durch 
eine Kristallstruktur gezeigt (Lodowski, 2003). Als weiterer Interaktionspartner der GRK2 
wurde über “pull-down”-Experimente die Gαq-Untereinheit des G-Proteins identifiziert 
(Carman et al., 1999b; Sallese et al., 2000). Eine Kristallstruktur konnte zeigen, dass sogar die 
simultane Interaktion von GRK2, Gαq und Gβγ möglich ist (Tesmer et al., 2005). Die 
Bindung von Gαq und Gβγ an die GRK2 hemmt die Weiterleitung des Rezeptorsignals an 
Effektoren von Gαq und Gβγ und wird als phosphorylierungsunabhängige Desensibilisierung 
des Rezeptors bezeichnet (Sallese et al., 2000; Luo et al., 2008; Fernandez et al., 2011). 
Bisher war allerdings weniger darüber bekannt, welche weiteren Funktionen die Interaktion 
der GRK2 mit Gαq besitzt. Auch eine detaillierte kinetische Beschreibung der 
agonistabhängigen Rekrutierung der GRK2 zu aktivierten Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
fehlte bisher. Bezüglich der Interaktionskinetik der GRK2 mit Gβγ oder G-Protein-




Resonanzenergietransfers (BRET) untersucht haben (Breton et al., 2010; Hasbi et al., 2004). 
Diese Methode ist allerdings in ihrer zeitlichen Auflösung limitiert und bietet nicht die 
Möglichkeit, die Dissoziation zu untersuchen. Um in diesem Bereich neue Erkenntnisse zu 
liefern, wurde in dieser Arbeit die Methode des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers 
(FRET) angewendet. Die durchgeführten dynamischen FRET-Experimente erlaubten es, die 
für die Rekrutierung der GRK2 zum Rezeptor wichtigen Protein-Interaktionen in Echtzeit in 
lebenden Einzelzellen zu verfolgen. Durch die hohe zeitliche Auflösung der FRET-
Experimente konnte die Kinetik der agonistvermittelten Interaktionen zuverlässig bestimmt 
werden. Eine besondere Stärke der Versuche lag in der Möglichkeit, die Dissoziation der 
Interaktionspartner nach Auswaschen des Agonisten untersuchen zu können. Auf die 
Ermittlung der entsprechenden kinetischen Daten wurde daher besonderes Augenmerk gelegt. 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss von Gαq auf die agonistabhängige 
Rekrutierung der GRK2 zu Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren und auf die Funktion der 
GRK2 untersucht. Aus diesem Grund wurden erstmalig FRET-basierte Experimente etabliert, 
mit deren Hilfe die Interaktion der GRK2 mit dem M3-ACh-Rezeptor sowie mit Gαq oder Gβγ 
in lebenden Einzelzellen sichtbar gemacht werden konnten. Zu den wichtigsten Ergebnissen 
dieser Experimente gehört, dass Gαq genauso wie Gβγ zur Translokation der GRK2 an die 
Membran beiträgt, dass Gαq sowohl das Ausmaß als auch die Stabilität der Interaktion 
zwischen der GRK2 und dem M3-ACh-Rezeptor erhöht und dass Gαq die Funktion der GRK2 
verstärkt. Zudem ermöglichten diese Experimente eine genaue kinetische Analyse dieser 
Interaktionen. In Verbindung mit weiteren durchgeführten FRET-Experimenten konnte eine 
detaillierte kinetische Beschreibung der Rekrutierung der GRK2 zum Rezeptor, beginnend bei 
der Interaktion inaktiver Gq-Proteine mit aktivierten M3-ACh-Rezeptoren bis hin zur Bildung 
eines Komplexes aus GRK2, Gαq und Gβγ am Rezeptor, erstellt werden. Die hierdurch 
gewonnenen Erkenntnisse sollen zur Erstellung eines computerbasierten Modells der GRK2-
Rekrutierung genutzt werden, das einerseits zur Plausibilitätsprüfung der beschriebenen 
Vorgänge dienen und andererseits Reaktionskonstanten für die unterschiedlichen 
einbezogenen Assoziationen und Dissoziationen liefern soll. Die Erstellung dieser Simulation 
mit Hilfe der Software Virtual Cell (Moraru et al., 2008) erfolgt in Kooperation mit Dr. Dr. 
Leif Hommers vom Klinikum der Universität Würzburg und ist zum Zeitpunkt dieser Arbeit 




4.1 Einfluss von Gαq auf die agonistabhängige Rekrutierung der GRK2 
zum M3-ACh-Rezeptor 
Zur Untersuchung des Einflusses von Gαq auf die agonistabhängige Rekrutierung der GRK2 
zu Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren wurden in dieser Arbeit FRET-basierte Experimente 
zwischen GRK2 und dem M3-ACh-Rezeptor sowie zwischen GRK2 und Gαq oder Gβγ 
etabliert, mit deren Hilfe die dynamische Interaktion der GRK2 mit dem M3-ACh-Rezeptor 
oder den Gq-Protein-Untereinheiten zum ersten Mal in Echtzeit sichtbar gemacht werden 
konnten. 
Zur Durchführung der FRET-Messungen wurde ein C-Terminal fluoreszenzmarkiertes 
GRK2-Konstrukt verwendet. Hierbei ist es wichtig sicherzustellen, dass die Funktionalität der 
GRK2 durch das eingefügte Fluoreszenzprotein nicht beeinträchtigt wird. Im Fall der 
fluoreszenzmarkierten GRK2 konnte durch Jörg Brockmann eine vergleichbare 
Phosphorylierung von Rhodopsin durch die fluoreszenzmarkierte GRK2 und den Wildtyp 
gezeigt werden (Brockmann, 2005; Wolters et al., 2014). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte 
angenommen werden, dass die fluoreszenzmarkierten Konstrukte uneingeschränkt funktional 
sind. Für die Beurteilung von FRET-Experimenten spielt außerdem eine wichtige Rolle, wie 
spezifisch die Messung die untersuchte Interaktion widerspiegelt. Eine Ursache für eine 
eingeschränkte Spezifität wäre, dass die beiden FRET-Partner sich zufällig in relativer Nähe 
zueinander befinden, wodurch ein FRET-Signal trotz fehlender direkter Interaktion zustande 
kommen kann. Um dies auszuschließen, wurden im Fall der Interaktion zwischen GRK2 und 
dem M3-AChR HEK293T-Zellen mit den gleichen FRET-Partnern, aber zusätzlich 
unmarkiertem α2A-adrenergem Rezeptor (α2A-AR) und Gi-Proteinen transfiziert. Die 
Stimulation der α2A-AR führte zur Translokation der GRK2 an die Membran, allerdings zu 
den α2A-AR anstelle der M3-ACh-Rezeptoren (Abbildung 18B). In diesem Fall konnte nur ein 
äußerst geringes unspezifisches FRET-Signal registriert werden (Abbildung 18A), was die 
hohe Spezifität der FRET-Messung zwischen GRK2 und M3-AChR verifiziert. Auf ähnliche 
Weise wurde die Spezifität der FRET-Messung zwischen GRK2 und Gαq bestätigt, indem das 
FRET-Signal zwischen GRK2 und Gαi untersucht wurde. Genau wie Gαq, ist Gαi an der 
Membran lokalisiert, aber nicht in der Lage, mit der GRK2 zu interagieren (Carman et al., 





Um den Einfluss der G-Protein-Bindung auf die GRK2-Rekrutierung zu untersuchen, wurden 
Mutanten der GRK2 eingesetzt, die jeweils eine reduzierte Bindeaffinität zu Gβγ (Carman et 
al., 2000) oder Gαq (Sterne-Marr et al., 2003) besitzen. Zudem wurde eine dominant-negative 
GRK2-Mutante verwendet, um phosphorylierungsabhängige Effekte zu kontrollieren (Kong 
et al., 1994). Für die Beurteilung der mit diesen Konstrukten erzielten Ergebnisse ist die 
Effektivität der verwendeten bindereduzierten GRK2-Mutanten von entscheidender 
Bedeutung. Die eingeführten Mutationen waren bereits in den oben genannten Publikationen 
beschrieben worden. Da die Effekte der Mutationen in diesen Studien allerdings zumeist über 
Methoden, wie “pull-down”-Experimente, charakterisiert worden waren, wurden diese 
Ergebnisse in dieser Arbeit mit Hilfe von FRET-Experimenten überprüft. Im Gegensatz zur 
Wildtyp-GRK2 war zwischen der Gβγ-bindereduzierten GRK2-Mutante und Gβγ nur eine 
minimale agonistvermittelte FRET-Änderung messbar (Abbildung 32A). Auch das FRET-
Signal zwischen der Gαq-bindereduzierten GRK2-Mutante und Gαq war verglichen zum 
Wildtyp deutlich reduziert (Abbildung 33A). Die Effektivität dieser Mutante war allerdings 
mit einer verbleibenden Interaktion von etwa 30% nicht so deutlich ausgeprägt, wie bei der 
Gβγ-bindereduzierten Mutante. Durch die hier durchgeführte Interaktionsstudie in lebenden 
Zellen können schwache Interaktionen wahrscheinlich sensitiver detektiert werden als in 
“pull-down”-Experimenten, weshalb die verbleibende Bindung dieser Mutante bisher nicht 
beschrieben wurde. 
Zur Auswertung der FRET-Experimente wurden die Amplituden der FRET-Signale der 
unterschiedlichen GRK2-Mutanten verglichen und als Maß für die Interaktion zwischen den 
jeweiligen FRET-Partner verwendet. Diese Interpretation ist allerdings nur möglich, wenn 
Distanz und Orientierung der Fluorophore im FRET-Experiment durch die eingefügten 
Mutationen nicht wesentlich verändert werden. Andernfalls sind schon durch die eingefügten 
Mutationen selbst, Änderungen im FRET-Signal zu erwarten. Da die jeweiligen GRK2-
Mutanen jedoch nur durch einzelne Punktmutationen erzeugt wurden, ist es als eher 
unwahrscheinlich einzuschätzen, dass größere Änderungen in der Proteinfaltung sowie der 
Interaktion der GRK2-Mutanten mit dem Rezeptor oder der jeweiligen nicht betroffenen 
G-Protein-Untereinheit hervorgerufen werden. Eine weitere Voraussetzung dafür, dass 
Amplitudenunterschiede im FRET-Signal mit Unterschieden im Ausmaß der Interaktion 
gleichgesetzt werden können, ist, dass das relative Expressionsverhältnis der beiden 




3.1.2.1 bereits beschrieben, können Änderungen im relativen Expressionsverhältnis der 
FRET-Partner die Amplitude des FRET-Signals beeinflussen. Insbesondere wenn ein 
Überschuss des CFP-markierten Proteins vorliegt, kann dies die Amplitude des FRET-Signals 
deutlich reduzieren. Um sicherzustellen, dass die in dieser Arbeit beschriebenen FRET-
Experimente nicht durch Unterschiede im Expressionslevel beeinflusst wurden, wurde das 
relative Expressionsverhältnis in jeder einzelnen Messung bestimmt. Um eine 
Vergleichbarkeit der Bedingungen zu gewährleisten, wurde darauf geachtet, dass zwischen 
den Bedingungen keine signifikanten Unterschiede im Expressionslevel bestanden oder 
zumindest ein Überschuss des YFP-markierten Proteins vorhanden war. Sofern die GRK2 
nicht in fluoreszenzmarkierte Form vorlag, wurde mit Hilfe von Western-Blot-Analysen 
bestätigt, dass die GRK2 und die unterschiedlichen GRK2-Mutanten gleich stark exprimiert 
waren. 
Bisher war man davon ausgegangen, dass die Interaktion der GRK2 mit freien 
Gβγ-Untereinheiten und mit negativ geladenen Phospholipiden für die Membrantranslokation 
verantwortlich ist (Pitcher et al., 1992; Touhara et al., 1995). Zu den wichtigsten Ergebnissen 
dieser Arbeit gehört, dass auch Gαq in der Lage ist, die GRK2 agonistabhängig an die 
Membran zu rekrutieren. Zudem erhöht Gαq sowohl das Ausmaß als auch die Stabilität der 
Interaktion zwischen der GRK2 und dem M3-ACh-Rezeptor und ist für die Kinasefunktion 
der GRK2 von Bedeutung. Ein wichtiger Beweis dafür, dass nicht nur Gβγ, sondern auch 
Gαq, die GRK2 agonistabhängig an die Membran rekrutiert, war das signifikant vergrößerte 
FRET-Signal zwischen M3-AChR und der Gβγ-bindereduzierten GRK2-Mutante im 
Vergleich zur GRK2-Doppelmutante, deren Interaktion mit Gβγ und Gαq reduziert ist 
(Abbildung 23). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Interaktion mit Gαq alleine eine Translokation 
der GRK2 an die Membran bewirkt und dadurch eine Interaktion der GRK2 mit dem 
Rezeptor ermöglicht. Bestätigt wurde dies durch konfokalmikroskopische Untersuchungen 
der Translokation der GRK2 in lebenden Zellen. Die Gβγ-bindereduzierte GRK2-Mutante 
zeigte in diesen Experimenten immer noch eine deutliche agonistabhängige Translokation an 
die Membran, während die GRK2-Doppelmutante auch nach Agonist-Stimulation weiterhin 
zytosolisch lokalisiert war (Abbildung 28). Zudem konnte ein beträchtliches 
agonistvermitteltes FRET-Signal zwischen der Gβγ-bindereduzierten GRK2 und der 





Die Beteiligung von Gαq an der Membrantranslokation der GRK2 ist ein neuer Aspekt in der 
Rekrutierung der GRK2 zu aktivierten Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren, der in dieser 
Arbeit erstmalig beschrieben werden konnte. Gleichzeitig machen die Experimente aber auch 
deutlich, dass Gβγ verglichen zu Gαq die größere Rolle bei der Rekrutierung der GRK2 spielt. 
Dies zeigte sich einerseits darin, dass die GRK2 schneller mit Gβγ als mit Gαq interagiert 
(Abbildung 34A), andererseits darin, dass die Gαq-bindereduzierte Mutante stärker mit dem 
Rezeptor interagiert als die Gβγ-bindereduzierte Mutante (Abbildung 23). 
Die Bindung von Gαq an die GRK2 verstärkt außerdem signifikant das Ausmaß und die 
Stabilität der Interaktion der GRK2 mit dem M3-AChR, so dass in Anwesenheit von Gαq eine 
vergleichsweise langsame Dissoziation der GRK2 vom M3-ACh-Rezeptor messbar ist 
(Abbildung 24B). Der Effekt von Gαq auf das Ausmaß der Interaktion konnte durch das 
signifikant reduzierte FRET-Signal zwischen M3-ACh-Rezeptor und Gαq-bindereduzierter 
GRK2 im Vergleich zur Wildtyp-GRK2 nachgewiesen werden (Abbildung 23). Der Einfluss 
auf die Stabilität der Interaktion zwischen GRK2 und M3-AChR zeigte sich durch die in 
Abwesenheit von Gαq beschleunigte Dissoziation der GRK2 vom Rezeptor nach Auswaschen 
des Agonisten (Abbildung 26). In diesem Zusammenhang wäre zu erwarten, dass auch die 
Gαq-bindedefiziente GRK2-Mutante schneller vom Rezeptor dissoziiert als der Wildtyp. Dies 
war allerdings nicht der Fall, was wahrscheinlich dadurch zu erklären ist, dass die Mutation 
die Bindung von Gαq nicht vollständig aufhebt, sondern nur zu etwa 70% reduziert. 
Besonders bei der in diesem Experiment vorliegenden hohen Expression der GRK2-Varianten 
könnte die verbliebene Affinität zu Gαq dazu führen, dass immer noch eine relativ langsame 
„Offset“-Kinetik auftritt. Als weiterer Befund zeigte sich eine signifikant beschleunigte 
„Offset“-Kinetik zwischen Gβγ und der Gαq-bindereduzierten GRK2-Mutante verglichen mit 
dem Wildtyp (Abbildung 34B), was darauf hinweist, dass Gαq die Stabilität der Interaktion 
zwischen GRK2 und Gβγ erhöht. Gemeinsam mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen legt 
dies die Vermutung nahe, dass agonistabhängig ein stabiler Komplex aus GRK2 und 
G-Protein am Rezeptor gebildet wird, der nach Auswaschen des Agonisten erst langsam 
dissoziiert.  
Darüber hinaus zeigte die verglichen mit Gβγ verzögerte Dissoziation von Gαq und GRK2 
(Abbildung 34B) sowie die signifikant höhere Sensitivität der GRK2-Gαq-Interaktion im 




Bindeaffinität zu Gαq, als zu Gβγ besitzt. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass Gαq bei 
niedrigen Agonist-Konzentrationen eine größere Bedeutung bei der Rekrutierung der GRK2 
besitzt. 
Außerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Gαq auch die Kinaseaktivität der 
GRK2 verstärkt. Zur Abschätzung des Einflusses von Gαq und Gβγ auf die Kinasefunktion 
der GRK2 wurde die Rekrutierung von Arrestin3 zum M3-AChR gemessen. Die 
Arrestinbindung kann zur Untersuchung der Funktionalität der unterschiedlichen GRK2-
Mutanten herangezogen werden, da eine gleichzeitige Rezeptoraktivierung und 
Rezeptorphosphorylierung durch GRKs für die Bindung von Arrestin an G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren erforderlich ist (Krasel et al., 2005). Unterschiede in der 
Rezeptorphosphorylierung spiegeln sich in der Arrestinbindung wider und beeinflussen 
entsprechend das FRET-Signal. Die Ergebnisse zeigten, dass die Bindung von Gβγ an die 
GRK2 notwendig ist, um eine Rezeptorphosphorylierung zu ermöglichen (Abbildung 38A). 
Dies wird sehr wahrscheinlich dadurch verursacht, dass Gβγ die GRK2 in eine zur 
Phosphorylierung des Rezeptors geeignete Orientierung bringt, wie dies bereits in früheren 
Studien vermutet wurde (Wu et al., 1998). In Anwesenheit von Gαq-bindereduzierter GRK2 
zeigte sich in der Tendenz eine stärkere Arrestinbindung an den Rezeptor als in Abwesenheit 
von GRK2, dennoch war eine effiziente Rekrutierung von Arrestin zum M3-AChR nur bei 
gleichzeitiger Bindung von Gβγ und Gαq möglich (Abbildung 38A). Dies deutet darauf hin, 
dass Gβγ und Gαq gemeinsam die GRK2 so zum Rezeptor positionieren, dass eine optimale 
Phosphorylierung ermöglicht wird. 
Die durch Gαq verstärkte Translokation der GRK2 an die Membran besitzt keinen Einfluss 
auf die Interaktion der GRK2 mit Gi-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Abbildung 39). Dieses 
Ergebnis weist darauf hin, dass der Einfluss von Gαq auf die GRK2 Rekrutierung auf 





4.2 Kinetische Beschreibung der Rekrutierung der GRK2 zum M3-AChR 
Durch die in dieser Arbeit durchgeführten FRET-Experimente konnte die Kinetik der 
einzelnen Vorgänge, die an der agonistabhängigen Rekrutierung der GRK2 zum M3-ACh-
Rezeptor beteiligt sind, detailliert aufgelöst werden, beginnend mit der Interaktion inaktiver 
Gq-Proteine mit dem Rezeptor bis zur Bildung des Komplexes aus Rezeptor, G-Protein und 
GRK2. Zusätzlich konnte erstmals auch die Dissoziation dieses Komplexes nach Auswaschen 
des Agonisten analysiert werden. 
Die Rekrutierung der GRK2 wird durch Stimulation des Rezeptors und nachfolgende 
Bindung inaktiver G-Proteine an den Rezeptor ausgelöst. Die Gq-Protein-Bindung an den 
M3-ACh-Rezeptor erfolgte mit einer Halbwertzeit von 0,11 s (Abbildung 41). Ähnlich schnell 
folgte darauf die Aktivierung des G-Proteins mit einer Halbwertszeit von 0,14 s (Abbildung 
48A). Die hier gefundenen Zeitkonstanten sind vergleichbar mit Ergebnissen für andere 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Bünemann et al., 2003; Hein et al., 2006; Lohse et al., 
2012). Die Aktivierung des Gq-Proteins ist die Voraussetzung für die nachfolgende Bindung 
von Gαq und Gβγ an die GRK2, die dadurch an die Membran rekrutiert wird. Die Interaktion 
der GRK2 mit Gβγ erfolgte dabei mit einer Halbwertzeit von 0,95 s (Abbildung 34A). Die 
Bindung von Gαq ist mit einer Halbwertszeit von 3,34 s etwa dreimal langsamer (Abbildung 
34A). Die Rezeptorinteraktion der GRK2 erfolgte bereits kurz nach der Bindung von Gβγ 
(t½ = 1,44 s) (Abbildung 24A). Das FRET-Signal zwischen Rezeptor und Gβγ unterschied 
sich dabei nicht wesentlich in Anwesenheit oder Abwesenheit von GRK2 (Abbildung 40A). 
Dies deutet darauf hin, dass die Orientierung zwischen Rezeptor und Gβγ nur wenig dadurch 
beeinflusst wird, ob Gβγ im inaktiven G-Protein oder im Komplex mit GRK2 mit dem 
Rezeptor interagiert, wie dies bereits in früheren Studien postuliert wurde (Boughton et al., 
2011). 
Die Interaktion mit Gβγ ist von entscheidender Bedeutung für die Kinetik der Interaktion 
zwischen Wildtyp-GRK2 und Rezeptor. Wenn die Interaktion mit Gβγ nicht möglich ist, wie 
im Fall der Gβγ-bindereduzierten GRK2-Mutante, wirkt sich dies deutlich auf die Kinetik aus. 
Die Rezeptorinteraktion war in diesem Fall mit einer Halbwertszeit von 2,39 s deutlich 
verzögert (Abbildung 24A) und nicht signifikant unterschiedlich zur Bindung dieser Mutante 
an Gαq (Abbildung 34A). Dies weist darauf hin, dass die Membrantranslokation der GRK2 




ist. Dass die Gβγ-bindereduzierte Mutante langsamer zum Rezeptor rekrutiert wird, wurde 
indirekt auch durch die FRET-Experimente zwischen Rezeptor und Gβγ bestätigt. Bei diesen 
Experimenten zeigte sich eine zweite Komponente während der Stimulation, die zu einem 
Abfall im FRET Ratio führte (Abbildung 40A). Kinetisch stimmt diese Komponente mit der 
Rekrutierung der Gβγ-bindereduzierten GRK2-Mutante durch Gαq überein und kann dadurch 
erklärt werden, dass Gβγ durch den GRK2-Gαq-Komplex vom Rezeptor verdrängt wird. 
Durch die Ergebnisse der durchgeführten FRET-Experimente lässt sich das folgende 
Reaktionsschema der Rekrutierung der GRK2 zum M3-AChR aufstellen (Abbildung 60). 
 
Abbildung 60: Schematische Darstellung der Rekrutierung von GRK2 zum M3-AChR 
Angegeben sind die durch FRET-Experimente ermittelten Halbwertszeit der verschiedenen Schritte (*: aktive 
Komponenten). 
Wie in Abschnitt 4.1 bereits erwähnt, erfolgte die Dissoziation der GRK2 vom Rezeptor nach 
Auswaschen des Agonisten in Anwesenheit von Gαq vergleichsweise langsam. Sie zeigte 
einen biexponentiellen Verlauf mit den beiden Parametern t½(1) = 0,6 s und t½(2) = 28,9 s 
(Abbildung 24B). Dabei spiegelt die langsame Komponente wahrscheinlich die stabil 
gebundene GRK2 wider, während niedrig-affin gebundene GRK2 schnell dissoziiert. Die 
übereinstimmende Dissoziationskinetik von GRK2 und von Gβγ vom Rezeptor lässt 
vermuten, dass GRK2 und Gβγ gleichzeitig vom Rezeptor dissoziieren (Abbildung 43). Es ist 
sehr wahrscheinlich, dass die GRK2 in unterschiedlichen Konformationen und mit 




















beide gebunden sind. Die verzögerte Dissoziation der Gβγ-bindereduzierten GRK2-Mutante 
vom Rezeptor (Abbildung 20 und Abbildung 24) sowie die höhere Sensitivität der 
GRK2 (R587Q)-M3-AChR-Interaktion gegenüber der GRK2-M3-AChR-Interaktion 
(Abbildung 51) lassen darauf schließen, dass bei Fehlen der Gβγ-Bindung die Bindeaffinität 
der GRK2 zum Rezeptor erhöht ist. 
Bisher herrschte in der Literatur die Meinung vor, dass die G-Protein-Kopplung an den 
Rezeptor durch die Rezeptorphosphorylierung nicht beeinflusst wird und dass es erst durch 
sterische Hinderung nach Bindung von Arrestin an den Rezeptor zu einer Entkopplung der 
G-Proteine kommt (Lohse et al., 1992). Die in dieser Arbeit gezeigte stabile Interaktion 
zwischen GRK2 und M3-AChR legt allerdings nahe, dass die Signalweiterleitung des 
Rezeptors über die G-Proteine nicht erst nach Bindung von Arrestin, sondern schon zuvor 
durch die GRK2-Bindung aufgehoben wird. Über diesen Mechanismus könnte die GRK2 zur 
phosphorylierungsunabhängigen Desensibilisierung des Rezeptors beitragen. Bisher wurde 
zur phosphorylierungsunabhängigen Desensibilisierung des Rezeptors nur die Sequestrierung 
von aktiven Gαq- und Gβγ-Untereinheiten durch die GRK2 gezählt, die zu einer 
Abschwächung der Signalweiterleitung in der Zelle führt (Luo et al., 2008). 
Die Gβγ-bindereduzierte GRK2-Mutante dissoziierte verzögert vom Rezeptor (Abbildung 
24B). Dies war vergleichbar mit der unterschiedlichen Dissoziation von Gαq und GRK2 
beziehungsweise Gβγ und GRK2 (Abbildung 34B). In Verbindung mit der unterschiedlichen 
Funktionalität der GRK2 in Abhängigkeit der Bindung von Gβγ oder Gαq, unterstützt dies die 
Hypothese, dass die GRK2 in unterschiedlichen Orientierungen an den Rezeptor binden kann. 
Die Dissoziation von Gβγ und GRK2 erfolgte mit einer Halbwertzeit von 25,1 s (Abbildung 
34B). Sie war damit nicht signifikant unterschiedlich zur Dissoziation von Gαq und GRK2, 
die eine Halbwertzeit von 27,1 s aufwies. Allerdings war der Beginn der Dissoziation von 
Gαq verzögert (Abbildung 34B). Gemeinsam mit der höheren Sensitivität der Interaktion 
zwischen GRK2 und Gαq im Vergleich zur GRK2-Gβγ-Interaktion (Abbildung 36), wies dies 
auf eine höhere Bindeaffinität der GRK2 zu Gαq als zu Gβγ hin. 
Die Deaktivierung des Gq-Proteins wurde durch die GRK2 beschleunigt. In Abwesenheit der 
GRK2 dauerte die Reassoziation des Gq-Proteins etwa doppelt so lang (Abbildung 49). Dies 




nicht eindeutig belegt ist. Eine andere Möglichkeit wäre, dass die GRK2 die Bindung von 
RGS-Proteinen an die Gαq-Untereinheit und somit indirekt die Inaktivierung des G-Proteins 
fördert. Um zu klären, welcher Mechanismus vorliegt, wären weitere Versuche, z.B. zur 
GTPase-Rate von Gαq oder zur Rekrutierung von RGS-Proteinen notwendig. Da dies über die 
Fragestellung dieser Arbeit hinausgeht, kann an dieser Stelle keine abschließende Beurteilung 
gegeben werden. Trotzdem kann die beschleunigte Deaktivierung der G-Proteine als weitere 
Funktion der GRK2 angesehen werden, über die sie phosphorylierungsunabhängig in die 
Desensibilisierung des Rezeptorsignals regulierend eingreifen kann. 
Aus den Ergebnissen der Dissoziations-Experimente lässt sich der folgende Ablauf ableiten 
(Abbildung 61). 
 
Abbildung 61: Schematische Darstellung der Dissoziation der GRK2 vom M3-AChR 
Angegeben ist die durch FRET-Experimente ermittelte Halbwertszeit des ersten Schritts (*: aktive 
Komponenten). 
Wie zuvor beschrieben, ist die Bindung von Arrestin an den Rezeptor erst nach 
vorangegangener Rezeptorphosphorylierung durch die GRK2 und Dissoziation derselben vom 
Rezeptor möglich. Dadurch lässt sich die langsame Rekrutierung des Arrestins zum Rezeptor 
erklären (t½ = 21,4 s), die zumindest bei der ersten Stimulation des Rezeptors messbar ist 
(Abbildung 37A). Die Kinetik der Rezeptorphosphorylierung wurde in früheren Studien als 
t½ = 20 s bestimmt (Krasel et al., 2005), (Roth et al., 1991) und liegt damit im gleichen 
Bereich wie die Dissoziation der GRK2 vom Rezeptor. Bei einer zweiten Rezeptorstimulation 
liegen präphosphorylierte Rezeptoren vor, die dann eine schnellere Rekrutierung von Arrestin 
ermöglichen (Krasel et al., 2005). Die Beschleunigung der Arrestin-Rekrutierung zwischen 












werden (Abbildung 37B). Auffällig war außerdem, dass Arrestin mit t½ = 2,82 s deutlich 
schneller vom Rezeptor dissoziiert, als die GRK2, was auf eine höhere Bindeaffinität 
zwischen M3-AChR und GRK2 als zwischen M3-AChR und Arrestin hindeutet. 
Die in dieser Studie ermittelten kinetischen Daten werden im Rahmen einer Kooperation mit 
Dr. Dr. Leif Hommers vom Klinikum der Universität Würzburg in eine Simulation der 
zugehörigen Reaktionskonstanten eingehen. Dazu wird unter Zuhilfenahme der Software 
Virtual Cell (Moraru et al., 2008) ein kinetische Modell erstellt. Abhängig von den gewählten 
Reaktionsbedingungen und Reaktionskonstanten erzeugt das Programm Zeitverläufe der 
einzelnen Interaktionen, die mit der experimentell ermittelten Kinetik verglichen werden. 
Zusätzlich werden die Konzentrations-Wirkungs-Kurven zur Abschätzung des Ausmaßes der 
Interaktionen bei unterschiedlichen Agonist-Konzentrationen herangezogen. Die Erstellung 
des kinetischen Modells ist zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen. 
4.3 Schlussfolgerung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf dem Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer beruhende 
Experimente etabliert, mit deren Hilfe die Dynamik der Interaktion von GRK2 mit dem 
M3-ACh-Rezeptor sowie mit Gαq und Gβγ mit hoher zeitlicher Auflösung in lebenden 
Einzelzellen sichtbar gemacht werden konnte. Mit diesen und weiteren FRET-Experimenten 
war es möglich, das vorhandene Wissen zur G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase 2 um eine 
detaillierte kinetische Beschreibung ihrer agonistabhängigen Rekrutierung zu Gq-Protein-
gekoppelten Rezeptoren sowie ihrer Dissoziation vom Rezeptor nach Auswaschen des 
Agonisten zu ergänzen. Die Funktion von Gβγ bei der Membrantranslokation der GRK2, die 
zuvor durch “pull-down”-Experimente und Messungen der Rezeptorphosphorylierung 
beschrieben wurde, konnte in dieser Arbeit durch FRET-basierte Methoden bestätigt werden. 
Zusätzlich wurde mit Gαq ein weiterer Einflussfaktor identifiziert, der zur Translokation der 
GRK2 an die Membran führt. Dies stellt einen neuen Aspekt in der Beschreibung der GRK2-
Rekrutierung dar. Gαq spielt darüber hinaus nicht nur eine Rolle in der Membrantranslokation 
der GRK2, sondern verstärkt auch das Ausmaß und die Stabilität der Interaktion der GRK2 
mit Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Am Beispiel des M3-AChR konnte gezeigt werden, 
dass sich dies auch auf die Funktionalität der GRK2 auswirkt. Eine effiziente 
Rezeptorphosphorylierung ist nur bei gleichzeitiger Bindung von Gβγ und Gαq an die GRK2 




GRK2 im Vergleich zu Gαq-Bindung - zeigten, dass Gβγ bei der Rekrutierung der GRK2 eine 
größere Rolle spielt als Gαq, konnte trotzdem eine höhere Bindeaffinität zwischen GRK2 und 
Gαq nachgewiesen werden. Die in Anwesenheit von Gαq lang anhaltende Interaktion von 
GRK2 und M3-AChR ist außerdem ein Hinweis darauf, dass die Signalweiterleitung des 
Rezeptors bereits durch die Bindung von GRK2 gehemmt wird, und nicht erst durch die 
Rekrutierung von Arrestin, wie bisher vermutet. Ein Effekt aktivierter Gαq-Untereinheiten auf 
die GRK2-Rekrutierung zu Gi-Protein-gekoppelten Rezeptoren konnte nicht beobachtet 
werden, so dass der Einfluss von Gαq sehr wahrscheinlich auf Gq-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren beschränkt ist. Die in dieser Studie ermittelten kinetischen Daten werden im 
Rahmen einer Kooperation in eine computerbasierte Simulation der zugehörigen 
Reaktionskonstanten eingehen und sollen damit zu einem besseren Gesamtverständnis der 
GRK2-Rekrutierung beitragen. Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal die 
wichtige Rolle von Gαq bei der Rekrutierung der GRK2 zum M3-ACh-Rezeptor beschrieben 
werden, die höchstwahrscheinlich die Signalweiterleitung und Desensibilisierung Gq-Protein-
gekoppelter Rezeptoren beeinflusst. Zudem konnte die kinetische Beschreibung der 






Die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GRK2) ist eine Serin/Threonin-Kinase mit 
bedeutender Funktion bei der Desensibilisierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. Die 
agonistabhängige Rekrutierung der GRK2 zu aktivierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
durch Interaktion mit freien Gβγ-Untereinheiten und negativ geladenen Phospholipiden der 
Membran wurde bereits detailliert erforscht (Pitcher et al., 1992; Touhara et al., 1995). Auch 
Gαq war als Interaktionspartner der GRK2 bekannt (Carman et al., 1999b). Die GRK2 kann 
damit auch als Effektor der G-Proteine angesehen werden, der eine phosphorylierungs-
unabhängige Desensibilisierung der Rezeptoren durch Sequestrierung aktiver Gq-Protein-
Untereinheiten bewirkt. Bisher war allerdings wenig darüber bekannt, ob und welche weiteren 
Funktionen die Interaktion von Gαq und GRK2 in Bezug auf die Signalweiterleitung 
Gq-Protein-gekoppelter Rezeptoren besitzt. Darüber hinaus fehlte die detaillierte kinetische 
Beschreibung der agonistabhängigen Rekrutierung der GRK2 zu aktivierten Gq-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, sowie der Dissoziation des Komplexes nach Auswaschen des 
Agonisten. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Dynamik der Interaktion der GRK2 mit 
Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren und anderer an der Rekrutierung der GRK2 beteiligter 
Interaktionen am Beispiel des M3-Acetylcholin (ACh) Rezeptors aufzuklären. Außerdem 
wurde in diesem Zusammenhang der Einfluss der Gαq-Bindung an die GRK2 untersucht. 
Dazu wurden neue Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)-basierte Experimente 
etabliert, mit deren Hilfe die Interaktion der GRK2 mit M3-ACh-Rezeptoren sowie mit Gαq 
und Gβγ mit hoher zeitlicher Auflösung in einzelnen lebenden HEK293T-Zellen sichtbar 
gemacht werden konnte. Die Stimulation der M3-ACh-Rezeptoren mit Acetylcholin führte zu 
deutlichen FRET-Änderungen, welche die Interaktion der jeweiligen Partner widerspiegelten. 
Zur Untersuchung des Einflusses der Bindung der Gq-Protein-Untereinheiten an die GRK2 
wurden GRK2-Mutanten eingesetzt, die eine reduzierte Bindeaffinität zu Gαq oder Gβγ 
aufweisen. Die Funktion von Gβγ bei der Membrantranslokation der GRK2, die bisher nur 
über Endpunktmessungen beschrieben wurde, konnte in dieser Arbeit durch den Einsatz der 
FRET-Mikroskopie und anderer fluoreszenzmikroskopischer Methoden bestätigt und darüber 
hinaus erstmals dynamisch vermessen werden. Zusätzlich ergaben die Experimente, dass 




zu rekrutieren. Dies stellt einen neuen Aspekt in der Membrantranslokation der GRK2 dar. 
Ein Vergleich der absoluten FRET-Amplituden der unterschiedlichen GRK2-Mutanten zeigte, 
dass Gαq zudem das Ausmaß und die Stabilität der Interaktion zwischen GRK2 und dem 
M3-ACh-Rezeptor erhöht. Funktionelle Untersuchungen zur Kinaseaktivität der GRK2 
konnten außerdem nachweisen, dass die Bindung von Gβγ an GRK2 zwar notwendige 
Bedingung für die Phosphorylierung des Rezeptors ist, eine effiziente Rezeptor-
phosphorylierung aber nur bei gleichzeitiger Bindung von Gβγ und Gαq an die GRK2 möglich 
ist. Diese Ergebnisse belegten die wichtige Funktion von Gαq bei der Rekrutierung der GRK2 
zum M3-ACh-Rezeptor, auch wenn Gβγ bei der Rekrutierung der GRK2 die größere Rolle 
spielt. Allerdings bewies die höhere Sensitivität der GRK2-Gαq-Interaktion gegenüber der 
Interaktion zwischen GRK2 und Gβγ, dass die GRK2 eine höhere Bindeaffinität zu Gαq als zu 
Gβγ besitzt. Die Bedeutung von Gαq bei der Rekrutierung der GRK2 zum Rezeptor wird 
deshalb bei niedrigen Agonist-Konzentrationen vermutlich verhältnismäßig wichtiger sein. 
Ein Effekt aktivierter Gαq-Untereinheiten auf die Rekrutierung von GRK2 zu Gi-Protein-
gekoppelten Rezeptoren konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet werden, so dass 
der Einfluss von Gαq sehr wahrscheinlich auf Gq-Protein-gekoppelte Rezeptoren beschränkt 
ist. Die durchgeführten FRET-Experimente ermöglichten erstmals die detaillierte kinetische 
Beschreibung der Rekrutierung der GRK2 zum Rezeptor, beginnend bei der Interaktion 
inaktiver G-Proteine mit aktiven M3-ACh-Rezeptoren bis hin zur Bildung eines Komplexes 
aus GRK2, Gαq, Gβγ und Rezeptor. Es zeigte sich, dass die Interaktion der GRK2 mit Gβγ 
etwa 3-mal schneller war als die Gαq-Bindung. Die Membrantranslokation der GRK2 durch 
die Gq-Protein-Bindung ist dabei der geschwindigkeitsbestimmende Schritt für die Interaktion 
der GRK2 mit dem Rezeptor. Die, in Anwesenheit von Gαq, lang anhaltende Interaktion der 
GRK2 mit dem M3-ACh-Rezeptor lieferte einen Hinweis darauf, dass die Signalweiterleitung 
des Rezeptors bereits durch die Bindung der GRK2 gehemmt wird, und nicht erst durch die 
Rekrutierung von Arrestin, wie bisher vermutet. 
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal die wichtige Rolle von 
Gαq bei der Rekrutierung der GRK2 zum M3-ACh-Rezeptor beschrieben werden, die 
entscheidenden Einfluss auf die Signalweiterleitung und Desensibilisierung Gq-Protein-
gekoppelter Rezeptoren ausübt. Darüber hinaus konnte die kinetische Beschreibung der 






G-protein-coupled receptor kinase type 2 (GRK2) belongs to the family of serine/threonine-
kinases and plays an important role in the desensitisation of G-protein-coupled receptors 
(GPCR). Its agonist-dependent recruitment to activated GPCRs through interaction with free 
Gβγ-subunits and negatively charged phospholipids of the plasma membrane has been studied 
in detail (Pitcher et al., 1992; Touhara et al., 1995). In addition, Gαq was identified to be an 
interaction partner of GRK2 (Carman et al., 1999b). Thus, GRK2 can be considered to be a 
G-protein effector that sequesters active Gq-protein subunits and thereby desensitises GPCRs 
in a phosphorylation-independent manner. It remained unclear, whether – and if so which – 
additional effects on the signal transduction of Gq-protein-coupled receptors might result from 
the interaction between Gαq and GRK2. Furthermore, there was no detailed description of the 
kinetics of the agonist-mediated recruitment of GRK2 to Gq-protein-coupled receptors. 
Neither were any kinetics data available for the dissociation of receptor and GRK2 after 
agonist withdrawal. 
The aim of this study was to uncover the dynamics of the interaction of GRK2 with 
Gq-protein-coupled receptors and other proteins involved in the GRK2-recruitment. The 
M3-acetylcholine (ACh) receptor was chosen as a model receptor. In this respect, the 
influence of Gαq-binding to GRK2 was investigated. Therefore, experiments based on 
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) were established. This technique allowed 
the visualisation and investigation of the interaction between GRK2 and M3-ACh receptors, 
Gαq, and Gβγ-subunits, respectively, in single living HEK293T-cells with high spatio-
temporal resolution. Stimulation of M3-ACh receptors with acetylcholine resulted in distinct 
FRET-changes that reflected the interaction of the labelled partner. GRK2-Mutants with 
reduced affinity to Gαq or Gβγ were used to analyse the influence of Gq-protein binding to 
GRK2. So far, the role of Gβγ in membrane translocation of GRK2 had only been studied 
using end-point experiments. This study could confirm the published results using the newly 
established FRET-assays and other fluorescence-imaging techniques, while also providing for 
the first time kinetic details. It was further observed that the agonist-dependent membrane 
targeting of GRK2 is not only mediated by Gβγ, but also by Gαq, thereby uncovering a new 
aspect of GRK2 membrane translocation. Furthermore, Gαq increases extent and stability of 




the absolute FRET-amplitudes of different GRK2-mutants. Investigation of the kinase activity 
of GRK2 showed that binding of Gβγ is indeed a necessary prerequisite for receptor 
phosphorylation, but efficient receptor phosphorylation is only achieved through simultaneous 
binding of Gβγ and Gαq to GRK2. These results further confirmed the importance of Gαq for 
the recruitment of GRK2 to activated M3-ACh receptors, although Gβγ has a larger effect in 
this respect. However, GRK2 shows higher affinity towards Gαq than Gβγ, which is indicated 
by the fact that the interaction between GRK2 and Gαq is more sensitive than the GRK2-Gβγ-
interaction. Accordingly, Gαq is presumably more important for the GRK2-recruitment at 
lower agonist concentrations. No effect of activated Gq-protein subunits was observed on the 
GRK2-recruitment towards Gi-protein-coupled receptors during these studies. Therefore, the 
observed influence of Gαq is probably limited to Gq-protein-coupled receptors. The FRET-
based experiments allowed for the first time the detailed description of the kinetics of GRK2-
recruitment to the M3-ACh receptor, beginning with the interaction between activated 
receptor and inactive Gq-proteins and ending at the complex formation of GRK2 with Gαq, 
Gβγ and the receptor. It became evident that the binding between GRK2 and Gβγ occurred 
about 3-times as fast as the respective interaction of GRK2 with Gαq. The membrane 
translocation of GRK2, mediated through binding to Gq-proteins, is the rate-limiting step for 
the interaction of GRK2 with the receptor. The interaction between GRK2 and M3-ACh 
receptors was prolonged by Gαq. This hints at an inhibition of receptor signalling straight after 
GRK2 binding and not just after recruitment of arrestin, as assumed previously. 
Taken together, this work shows for the first time the importance of Gαq in the translocation 
of GRK2 towards M3-ACh receptors, thereby exerting critical influence on signal 
transduction and desensitisation of Gq-protein-coupled receptors. Furthermore, this study also 
provides the first detailed description of the kinetics of all steps involved in this 
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